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RESUMO 

Introdução: Vários mecanismos estão sendo propostos para explicar a relação entre 
hipertensão e obesidade. Além dos baixos níveis de peptídeo natriurético atrial 
(ANP), o aumento da ativação do fluxo simpático pela leptina parecem ser 
mecanismos importantes na patofisiologia da hipertensão associada à obesidade. 
Em mulheres, esse quadro de hipertensão associada à obesidade parece ter a 
influência do estradiol, e este, parece influenciar a síntese tanto de ANP, in vivo, 
quanto de leptina, em cultura de adipócitos. Diante do exposto, nosso objetivo geral 
foi avaliar a relação entre leptina, peptídeo natriurético atrial e estrógeno em ratas 
espontaneamente hipertensas (SHR) alimentadas com dieta hiperlipídica.  

Metodologia: Foram utilizadas 24 ratas SHR de dez semanas. As ratas foram 
ovariectomizadas (O) ou sham-operadas (S). Os animais receberam dieta com alto 
teor de lipídeos (54,4% de lipídeos-DL) ou dieta controle (DC) por 24 semanas e 
foram divididos em quatro grupos com seis animais cada (DCS: sham-operadas 
mais dieta controle, DCO: ovariectomizadas mais dieta controle, DLS: sham-
operadas mais dieta hiperlipídica, DLO: ovariectomizadas mais dieta hiperlipídica).  
Foram mensurados o peso corporal e a pressão arterial semanalmente. Nas duas 
últimas semanas de dieta os animais ovariectomizados receberam diariamente 
terapia de reposição hormonal (TRH) com 17 β-estradiol (E2: 5ug/0,1ml/100g de 
peso corporal) ou veículo (VEH: óleo de milho 0,1ml/100g de peso corporal). Em 
seguida as ratas foram sacrificadas e o sangue foi coletado para dosagem de ANP, 
estradiol e leptina por ELISA. Também foram retirados os átrios direito e esquerdo, 
para determinação da expressão gênica de ANP, e os depósitos de tecido adiposo 
mesentérico, parametrial e retroperitoneal, para determinação da expressão gênica 
de leptina por RT-PCR.  

Resultados: As ratas ovariectomizadas e as alimentadas com dieta hiperlipídica 
apresentaram tanto aumento de peso corporal (DCS: 242,6±7,4; DLS: 267,0±6,8; 
DCO: 311,1±1,7; DLO: 266,4±1,1g, p<0,05 vs DCS) quanto de pressão arterial 
sistólica (DCS:133±4; DLS:147±4; DCO:146±3; DLO:145±3 mmHg, p<0,05 vs DCS), 
quando comparadas ao grupo controle. A TRH reduziu tanto o peso corporal (DCO-
VEH: 311,1±1,7; DCO-E2: 286,9±2,7g, p<0,05) quanto a pressão arterial dos 
animais ovariectomizados e alimentados com dieta controle (DCO-VEH:146±3; 
DCO-E2:138±2 mmHg, p<0,05), mas não teve efeito nos animais alimentados com 
dieta hiperlipídica. A terapia estrogênica promoveu aumento dos níveis de estradiol 
plasmático das ratas ovariectomizadas a valores fisiológicos (DCO-VEH: 17,3±2,4; 
DCO-E2: 44,6±3,2; DLO-VEH: 14,1±2,9; DLO-E2: 46,6±4,1pg/ml, p<0,05). A 
redução da pressão arterial foi acompanhada por aumento de 62% na concentração 
plasmática de ANP nos animais tradados com E2 comparados ao grupo que 
recebeu  veículo. Uma correlação inversa entre a concentração plasmática de ANP e 
a pressão arterial sistólica foi observada no grupo DC (p = 0,035; r=-0,668). A 
síntese atrial de ANP também foi aumentada pelo E2 nos animais DC tanto em átrio 



direito quanto em átrio esquerdo. Tanto a ovariectomia quanto a DL aumentaram os 
níveis plasmáticos de leptina (DCS: 7.605±161; DLS: 10.128±123; DCO: 
11.989±558; DLO: 10.422±559 pg/ml, p<0,05 vs DCS). Todavia, o 17-beta-estradiol 
reduziu os níveis de leptina somente nos animais ovariectomizados alimentados com 
DC (DCO-VEH: 11.989±558; DCO-E2: 4.068±1636pg/ml, p<0,05). Essa redução foi 
acompanhada por diminuição da expressão gênica de leptina nos depósitos de 
tecido adiposo mesentérico e parametrial. Somente nos animais DC foi observada 
correlação positiva entre as concentrações plasmáticas de ANP e estradiol (p= 
0,0037, r= 0,8201), bem como uma correlação inversa entre as concentrações 
plasmáticas de leptina e estradiol (p= 0,0493, r= -0,6128) e entre as concentrações 
plasmáticas de ANP e leptina (p= 0,0449, r= -0,6775).  

Conclusão: O tratamento com estradiol está associado com um aumento na síntese 
atrial e liberação de ANP e com uma diminuição na síntese e liberação de leptina em 
SHR ovariectomizadas. Da mesma forma, o aumento do ANP plasmático está 
inversamente correlacionado com a liberação de leptina. Essas alterações 
hormonais podem estar envolvidas na redução da pressão arterial sistólica e do 
peso corporal apresentados por esses animais após o tratamento hormonal. No 
entanto, a dieta hiperlipídica bloqueou os efeitos produzidos pelo estradiol 
demonstrando seu efeito deletério sobre o sistema cardiovascular e endócrino.  

Apoio Financeiro: CNPq e CAPES. 

Palavras-chaves: hipertensão, obesidade, estrógeno, peptídeo natriurético atrial, 
leptina. 
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ABSTRACT 

Introduction: Several mechanisms have been proposed to explain the relationship 
between hypertension and obesity. In addition to the low levels of atrial natriuretic 
peptide (ANP), the activation of sympathetic outflow by leptin appears to be an 
important mechanism in the pathophysiology of hypertension associated with obesity. 
In women, hypertension associated with obesity seems to have the influence of 
estradiol. Estradiol appears to influence both, the synthesis of ANP in vivo and leptin 
in cultured adipocytes. In this study, our objective was to evaluate the relationship 
between estrogen, leptin and ANP in spontaneously hypertensive rats (SHR) fed with 
high-fat diet. 

Methods: Twenty-four 10-wk-old female SHR were ovariectomized (O) or sham-
operated (S) and divided (6 per group) according to the diet: high-fat diet (54.4% of 
fat) and standard diet during 24 weeks (groups: OHFD: ovariectomized high-fat diet-
fed rats, OSD: ovariectomized standard diet-fed rats, SHFD: sham-operated high-fat 
diet-fed rats and SSD: sham-operated standard diet-fed rats). Body weight and blood 
pressure were measured weekly. In the last two weeks, the ovariectomized rats were 
submitted to hormone replacement therapy (HRT) with 17ß-estradiol (E2: 
5µg/0.1ml/100g weight) and control rats received vehicle (corn oil-VEH: 0.1ml/100g 
weight). After, the rats were sacrificed and blood was collected for determination of 
estradiol, ANP and leptin plasma levels by enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA). We also removed adipose tissue from different depots (mesenteric, 
parametrial and retroperitoneal) for determination of leptin gene expression by RT-
PCR and we removed right and left atrium for determination of ANP gene expression. 

Results: The ovariectomized rats and the high-fat diet-fed rats had higher body 
weight (OSD: 311.1±1.7; OHFD: 266.4±1.1; SHFD: 267.0±6.8; SSD: 242.6±7.5g, 
p<0.05 vs. SSD) and systolic blood pressure (OSD: 146±3; OHFD: 145±3; SHFD: 
147±4; SSD: 133±4 mmHg, p<0.05 vs. SSD) than control group. HRT reduced both 
body weight (OSD-VEH: 311.1±1.7; OSD-E2: 286.9±2.7g, p<0.05) and systolic blood 
pressure of ovariectomized standard diet-fed rats (OSD-VEH: 146±3; OSD-E2: 
138±2 mmHg, p<0.05), but had no effect in animals fed with high-fat diet. Plasma 
estradiol levels returned to physiological amounts in ovariectomized rats after E2 
replacement (OSD-VEH: 17.3±2.4; OSD-E2: 44.6±3.2; OHFD-VEH: 14.1±2.9; OHFD-
E2: 46.6±4.1pg/ml, p<0.05). The blood pressure reduction was accompanied by a 
62% increased in plasma ANP levels of animals treated with E2 compared to the 
vehicle group. An inverse correlation between plasma ANP and systolic blood 
pressure was observed in the control diet-fed group (p= 0.035, r=- 0.668). The 
synthesis of ANP was also increased by E2 in both right and left atrium of control 
diet-fed group. The ovariectomized rats and the high-fat diet-fed rats had higher 
leptin levels (OSD: 11989±558; OHFD: 10422±559; SHFD: 10128±123; SSD: 
7605±161pg/ml, p<0.05 vs. SSD). However, HRT only reduced the plasma leptin 
levels of standard diet-fed rats (OSD-VEH: 11989±558; OSD-E2: 4068±1636pg/ml, 



p<0.05). This reduction was accompanied by decreased of leptin gene expression in 
mesenteric and parametrial adipose tissue depots. Only in control diet animals was 
observed a correlation between plasma ANP and estradiol levels (p= 0.0037, r= 
0.8201) and an inverse correlation between plasma leptin and estradiol levels (p= 
0.0493, r= -0.6128) and between plasma ANP and leptin levels (p= 0.0449, r= -
0.6775).   

Conclusion: Estradiol treatment was associated with an increased atrial synthesis 
and release of ANP and with a decreased synthesis and release of leptin in 
ovariectomized SHR. Similarly, the increase in plasma ANP levels was inversely 
correlated with the release of leptin. These hormonal changes may be involved in the 
reduction of systolic blood pressure and body weight presented by these animals 
after hormone treatment. However, our results showed the deleterious effect of high-
fat diet, which may impair the estradiol effect in cardiovascular and endocrine 
system.  

Financial support: CNPq and CAPES.  

Keywords: hypertension, obesity, estrogen, atrial natriuretic peptide, leptin. 
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1. INTRODUÇÃO 

   

  A obesidade é definida como um aumento do depósito de triglicérides nas 

células adiposas ocasionado por um desequilíbrio entre consumo alimentar e gasto 

energético (MUST et al., 1999). Essa patologia tem atingido níveis epidêmicos em 

vários países (KOPELMAN, 2000). A alta prevalência da obesidade trouxe sérias 

consequências para a saúde dos indivíduos, uma vez que a obesidade está 

associada com o aumento do risco para o desenvolvimento de diversas patologias, 

tais como as doenças cardiovasculares, além de aumentar o índice de mortalidade 

(KOPELMAN, 2000; FLEGAL et al., 2005). Em torno de 2,8 milhões de adultos 

morrem a cada ano por consequências da obesidade ou sobrepeso (WORLD 

HEALTH ORGANIZATION, 2008a). 

O tecido adiposo desempenha papel crucial na homeostase energética e 

secreta hormônios esteróides, citocinas inflamatórias, fatores de complemento, 

peptídeos vasoativos, resistina e leptina (KALSBEEK et al., 2006). Desse modo, o 

interesse na fisiopatologia da obesidade e desordens metabólicas tem se focalizado 

na biologia do tecido adiposo. Em especial, a sinalização metabólica da leptina 

parece desempenhar um papel chave em estados de alteração metabólica, 

incluindo-se a obesidade (KALSBEEK et al., 2006). Seus efeitos mais marcantes 

ficam evidenciados em camundongos com deficiência funcional de leptina por 

mutação gênica que apresentam obesidade e diabetes (FAIN & BAHOUTH, 2000).  

 Somado a este papel inerente do tecido adiposo, o estrógeno é considerado o 

maior regulador do tecido adiposo em fêmeas (LEY; LEES & STEVENSON, 1992; 

FERRARA et al., 2002), bem como tem efeito estimulatório sobre a produção de 

peptídeo natriurético atrial (ANP), hormônio de origem cardíaca que desempenha 

importante papel na regulação do volume sanguíneo intravascular e tônus vascular 

contribuindo para o controle da pressão arterial. (NISHIKIMI et al., 2006). 

  A pressão arterial sanguínea é fortemente correlacionada com o índice de 

massa corpórea (KNIGHT et. al, 2008) e a sua elevação representa um fator de risco 

para o desenvolvimento de doenças cardiovasculares, levando a diversas 

consequências severas como a doença arterial coronariana, insuficiência cardíaca e 

insuficiência renal crônica (LEWINGTON  et al., 2002). O estudo da hipertensão 
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arterial tem se tornado cada dia mais relevante, uma vez que dados revelam que em 

torno de 40% dos adultos com 25 anos ou mais apresentam elevação de pressão 

arterial (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2008b) e, que o acidente vascular 

cerebral, evento que apresenta a hipertensão como principal fator etiológico, é a 

principal causa de morte em todas as regiões do Brasil (LOTUFO, 2005). 

A ocorrência de ambas as patologias concomitantemente, obesidade e 

hipertensão, é extremamente comum, uma vez que o excesso de massa corpórea é 

um fator predisponente para a hipertensão, podendo ser responsável por 20% a 

30% dos casos da mesma. Além disso, estudos revelam que 75% dos homens 

apresentam hipertensão diretamente atribuível a sobrepeso e obesidade (WORLD 

HEALTH ORGANIZATION, 1997). Da mesma forma, pesquisas indicam que a perda 

de peso acarreta uma redução da pressão arterial (NETER et al., 2003). Para as 

mulheres, há um aumento da incidência de obesidade, com acúmulo de tecido 

adiposo na região abdominal (AYRES, 1991) e hipertensão no período pós-

menopausal. Entretanto, a interação entre obesidade, hipertensão e pós-menopausa 

não está completamente esclarecida (BARNARD et al., 1998). 

Apesar do vasto conhecimento adquirido nas últimas décadas sobre a 

modulação e regulação do metabolismo, os mecanismos envolvidos entre o 

aumento do tecido adiposo com o desenvolvimento da hipertensão arterial 

continuam representando um tema a ser desvendado.  

A leptina, hormônio produzido proporcionalmente à massa de tecido adiposo, 

parece participar do desenvolvimento da hipertensão, além da obesidade. Esse 

hormônio regula a função cardíaca e encontra-se elevado na obesidade e 

hipertensão (WOLD et al., 2002). Assim, a hiperleptinemia apresenta correlação com 

disfunção cardiovascular e hipertensão (HENRIKSEN et al., 2000; ZIETZ et al., 

2000). 

A leptina é o principal hormônio marcador da obesidade, uma vez que atua 

como sinalizadora central e periférica para manutenção e homeostase energética, 

bem como exerce ações pleiotrópicas nos diversos sistemas corporais (YANG & 

BAROUCH, 2007). Devido ao fato da leptina apresentar-se em concentrações mais 

elevadas em fêmeas, sugere-se uma interação do tecido adiposo com o sistema 
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reprodutor (CASABIEL et al., 2001). Desta forma, sabe-se que os estrógenos são 

reguladores dos níveis de leptina plasmática em humanos (QUINTON et al., 1999). 

Além dessa relação entre leptina e estradiol, recentemente, Yuan et al., 

(2010) verificaram que a leptina reduz a expressão do peptídeo natriurético atrial, 

podendo este ser um dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento da 

hipertensão arterial, uma vez que o mesmo, como citado anteriormente, é de 

extrema relevância para o controle da pressão arterial (POTTER, ABBEY-HOSCH & 

DICKEY, 2006). Também, a participação do ANP na fisiopatologia da obesidade tem 

sido aventada (DESSÌ-FULGHERI et al., 1998; WANG et al., 2004).  Entretanto, os 

dados até agora apresentados são preliminares e muito estudo ainda se faz 

necessário para se determinar as alterações e a importância destes peptídeos e 

seus receptores na gênese da hipertensão e obesidade, sobretudo no período pós-

menopausal. 

          Diante do exposto, o objetivo desse estudo foi avaliar a relação entre leptina, 

peptídeo natriurético atrial e estrógeno em um modelo animal de hipertensão e 

obesidade induzida por dieta hiperlipídica. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

             Avaliar a relação entre estrógeno, leptina e peptídeo natriurético atrial em 

ratas espontaneamente hipertensas (SHR) alimentadas com dieta hiperlipídica. 

 

2.1.2 Objetivos Específicos 

             

1) Determinar os efeitos da dieta hiperlipídica, da ovariectomia e do tratamento com 

estradiol na pressão arterial sistólica, no peso corporal e no peso dos depósitos de 

tecido adiposo mesentérico, parametrial e retroperitoneal em SHR;  

2) Determinar os efeitos da dieta hiperlipídica, da ovariectomia e do tratamento com 

estradiol na expressão gênica de leptina em diferentes depósitos de tecidos 

adiposos em SHR;  

3) Determinar os efeitos da dieta hiperlipídica, da ovariectomia e do tratamento com 

estradiol na expressão gênica atrial de ANP em SHR; 

4) Avaliar a associação entre estradiol, ANP e leptina em SHR ovariectomizadas e 

alimentadas com dieta hiperlipídica. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1. Peptídeos natriuréticos 

 

A homeostase da pressão sanguínea é mantida em parte por um balanço 

entre as ações vasoconstritoras e antinatriuréticas do sistema renina angiotensina e 

as ações vasodilatadoras e natriuréticas dos peptídeos natriuréticos.  Entretanto, 

pouca atenção tem sido dada ao possível papel dos peptídeos natriuréticos e seus 

receptores na fisiopatologia da hipertensão arterial. Os níveis de peptídeos 

natriuréticos aumentam em resposta a expansão do volume e ao aumento da 

pressão arterial (MERCEDES & KUROSKI, 1999; ANEJA et al., 2004). O sistema 

renina angiotensina, por sua vez, é ativado pela diminuição da pressão renal, 

contração do volume plasmático e diminuição da chegada de sódio na mácula densa 

(MERCEDES & KUROSKI, 1999). 

         Os peptídeos natriuréticos defendem o organismo contra a retenção de sal e 

água, inibem a produção e ação de peptídeos vasoconstrictores como a 

angiotensina II, promovem relaxamento vascular e inibem o sistema nervoso 

simpático.  Estas ações levam à redução da pressão arterial, principalmente em 

situações com elevada volemia (LEVIN et al., 1998).  

A família dos peptídeos natriuréticos é composta por três peptídeos 

estruturalmente semelhantes: peptídeo natriurético atrial, peptídeo natriurético tipo B 

(BNP) e peptídeo natriurético tipo C (CNP). Além desses, há o peptídeo natriurético 

tipo D (DNP) e a urodilatina. Os peptídeos natriuréticos antagonizam a ação de 

angiotensina II sobre o tônus vascular, inibem a secreção de renina e de 

aldosterona, bem como a reabsorção do sódio no túbulo renal (YOSHIBAYASHI et 

al., 1996; WILKINS; REDONDO & BROWN, 1997,). 

Os níveis circulantes de ANP podem ser regulados ou modificados por vários 

fatores fisiológicos, entre eles pode-se citar a idade, hábitos alimentares, condições 

clínicas e o gênero (CLERICO et al., 2006; CLERICO et al., 2009). Existem duas 

possíveis vias pelas quais a produção dos peptídeos natriuréticos pode ser afetada 

pelo estrógeno. Uma delas é um efeito direto do hormônio ovariano sobre a 
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expressão gênica e liberação cardíaca dos peptídeos natriuréticos e o outro é 

através de um ou mais mecanismos mediadores como o sistema renina 

angiotensina (CHEN et al., 1992; MERCEDES & KUROSKI, 1999). Hong et al. 

(1992) mostraram que a ovariectomia em ratas Wistar reduziu o RNAm para ANP no 

átrio e o tratamento com estradiol e progesterona por 7 dias reverteu este efeito.  

Os diversos efeitos biológicos dos peptídeos natriuréticos são mediados pela 

ligação do hormônio a receptores específicos associados à membrana que têm sido 

encontrados em todos os tecidos em que os peptídeos natriuréticos agem, incluindo 

coração, tecido adiposo, adrenais, cérebro, pulmões, rins, músculo liso vascular, 

útero e condrócitos (POTTER, ABBEY-HOSCH, DICKEY, 2006). Existem três 

subtipos diferentes de receptores de peptídeos natriuréticos (NPR): dois desses 

receptores, NPr-A e NPr-B, são os únicos que contém um domínio catalítico 

intracelular guanilato ciclase, o qual media a ação dos peptídeos natriuréticos pela 

produção do segundo mensageiro GMPc. O terceiro receptor, NPr-C, não está 

associado com qualquer mediador intracelular específico e funciona principalmente 

na captação, internalização e degradação intracelular (lisossomal) do hormônio. 

Alguns estudos usando técnicas de afinidade de ligação mostraram que o NPr-B é 

seletivo para CNP, sendo que este tem baixa afinidade de ligação para NPr-A, o 

qual é seletivo para ANP e BNP e predomina em humanos (SENGENÈS et al., 

2002) e tem sua produção aumentada em estados hipertensivos (YOSHIMOTO et 

al., 1995). Em contraste, o NPr-C tem ampla especificidade ligando-se a todos os 

três peptídeos natriuréticos, apesar de ter uma maior afinidade para o ANP 

(ESPINER et al., 1995). 

Segundo Wang et al. (2004) o índice de massa corporal (IMC) foi 

inversamente associado com os níveis de peptídeos natriuréticos. O sobrepeso foi 

associado com níveis plasmáticos de peptídeos natriuréticos de 1,4 a 3,5 vezes 

menores, já na obesidade, os níveis foram de 1,8 a 4,8 vezes mais baixos. Os níveis 

plasmáticos de peptídeos natriuréticos eram 6 a 27% maiores em indivíduos 

hipertensos comparados com os não hipertensos. No entanto, indivíduos com 

sobrepeso ou obesidade e ainda hipertensão, tinham baixos níveis de BNP e N-

peptídeo natriurético pré-atrial terminal comparados com indivíduos não hipertensos 

com IMC normal. O mesmo autor cita que a redução da atividade dos peptídeos 

natriuréticos é uma manifestação da síndrome metabólica que pode ter importantes 

implicações clinicas e patofisiológicas (WANG et al., 2004). Todavia, os mecanismos 
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responsáveis pela relação inversa entre os peptídeos natriuréticos e a massa 

corporal permanecem desconhecidos (RICHARDS, 2007). 

O mecanismo sugerido para a redução dos peptídeos natriuréticos em obesos 

é que os receptores do tipo C são abundantes no tecido adiposo, sugerindo que os 

adipócitos participam na remoção dos peptídeos natriuréticos da circulação 

(SARZANI et al., 1993, SARZANI et al., 1996). A secreção reduzida de peptídeos 

natriuréticos pela menor liberação (LICATA et al., 1994) ou diminuição da síntese 

(MORABITO et al., 2001) pode também ser uma explicação importante para os 

baixos níveis de peptídeos natriuréticos no plasma. Além disso, também é possível 

que a endopeptidase neutra, que realiza proteólise de peptídeos natriuréticos e está 

presente na membrana de adipócitos e pré-adipócitos (SCHLING & SCHAFER, 

2002), pode aumentar na obesidade e contribuir para a depuração dos peptídeos 

natriuréticos circulantes (MORO et al., 2007). 

Investigadores têm demonstrado que a ligação de ANP ao receptor NPR-A 

sobre os adipócitos induz mobilização e oxidação lipídica (SENGENÈS et al., 2000, 

BIRKENFELD et al., 2005). Dessa forma, baixos níveis de peptídeos natriuréticos 

podem reduzir a lipólise e consequentemente perpetuar o estado obeso (WANG et 

al., 2004). Nesse caso, além da ausência ou diminuição dos efeitos cardioprotetores 

dos peptídeos natriuréticos, o quadro da obesidade também se agrava devido à 

diminuição da lipólise, constituindo um ciclo em que um fator leva a outro, e ambos, 

agravam o estado de obesidade. Os peptídeos natriuréticos também parecem 

regular a proliferação de adipócitos e a expansão do tecido adiposo visceral 

(SARZANI et al., 2008). 

          O efeito lipolítico descrito acima parece envolver uma via dependente de 

GMPc não relacionada com a inibição da fosfodiesterase PDE-3B ou alteração na 

produção de AMPc.  Estes achados de um novo controle da lipólise pelos peptídeos 

natriuréticos levantam a questão do papel fisiológico desta nova via lipolítica e seu 

possível envolvimento com o desenvolvimento e a patogênese da obesidade 

(SENGENÈS et al., 2000). Mais recentemente foi demonstrado que o ANP inibe a 

produção de adipocinas e citocinas ligadas ao desenvolvimento da resistência à 

insulina (MORO et al., 2007).  

SARZANI et al. (1999) mostraram que variações na região promotora do gene 

Npr3 que codifica o receptor NPr-C foram associadas com baixos níveis de ANP e 
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alta pressão sanguínea em pacientes obesos hipertensivos que tinham uma 

reduzida taxa de expressão NPr-A/NPr-C no tecido adiposo. Em um de seus 

estudos, Sarzani et al. (2004) mostraram uma possível associação entre o 

polimorfismo NPr-C C(55)A com o índice de massa corporal, distribuição de gordura 

corporal e pressão sanguínea em um amplo grupo de homens adultos. Não houve 

diferença estatisticamente significante nos índices antropométricos, pressão 

sanguínea e variáveis bioquímicas relevantes entre os genótipos. Há especulações 

que a variação genética Npr3 poderia estar associada com uma alteração funcional 

no metabolismo do tecido adiposo, levando a diferenças quantitativas na deposição 

da gordura corporal. 

Dessì-Fulgheri et al. (1998) buscando elucidar o papel patofisiológico dos 

peptídeos natriuréticos e sua relação com o tecido adiposo compararam a expressão 

gênica de ANP e dos seus receptores em  tecido adiposo de humanos e ratos. O 

ANP plasmático encontrado foi menor em obesos hipertensos do que em obesos 

normotensos. Entretanto, em sujeitos não-obesos, o ANP plasmático foi maior em 

hipertensos que em normotensos, enquanto o nível de RNAm NPr-A/NPr-C foi 

significantemente menor em obesos hipertensos. Isto sugere uma diminuição da 

atividade biológica e um aumento da depuração de peptídeos natriuréticos no tecido 

adiposo e suporta a hipótese de um papel do sistema de peptídeos natriuréticos/NPr 

na obesidade relacionada à hipertensão. 

Esse mesmo grupo de pesquisadores defende que a dieta tem um efeito 

regulador na pressão sanguínea bem como na atividade renal (DESSÌ-FULGHERI et 

al., 1998). Em um estudo com oito pacientes obesos e hipertensos que receberam 

uma dieta com baixo teor calórico e em seguida injeção em bólus de ANP exógeno, 

a injeção de ANP depois da dieta foi acompanhada de um aumento nos níveis de 

ANP similares ao observado antes da dieta. Uma significante diminuição da pressão 

sanguínea sistólica e diastólica foi observada depois de quatro dias de dieta com 

baixa caloria e o início da fase de perda de peso foi acompanhada por um 

considerável aumento na diurese e natriurese. Houve uma significante redução da 

aldosterona plasmática observada com a administração de ANP depois da dieta com 

restrição de calorias (DESSÌ-FULGHERI et al., 1998). Estes achados confirmam a 

importância da captação calórica na modulação da atividade biológica de ANP, 

sugerindo que o sistema de peptídeos natriuréticos pode ter um papel nas 

mudanças agudas da natriurese e diurese associada com a restrição calórica. 
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            Percebe-se, portanto, a existência de evidências de que o sistema de 

peptídeos natriuréticos esteja envolvido no desenvolvimento de diversas condições 

presentes tanto na hipertensão quanto na obesidade. O esclarecimento da 

participação do sistema de peptídeos natriuréticos na hipertensão e na obesidade, 

especialmente no quadro da pós-menopausa poderá trazer contribuições para a 

prevenção e tratamento da mesma. 

 

3.2 Hipertensão, menopausa e obesidade. 

 

          Além da participação dos peptídeos natriuréticos, outras hipóteses a respeito 

da hipertensão associada à obesidade têm sido estudadas. O estudo da transição à 

menopausa e da terapia de reposição hormonal pós-menopausa tem fornecido 

evidências de que os esteróides sexuais desempenham um papel importante como 

reguladores da distribuição de gordura e na redução dos fatores de risco para 

doenças cardiovasculares. De fato, a menor incidência de doenças cardiovasculares 

em mulheres antes da menopausa tem levantado à hipótese de que os hormônios 

sexuais, particularmente o estrógeno, sejam responsáveis por uma proteção 

cardiovascular (MENDELSOHN & KARAS, 1999) contribuindo para redução tanto do 

peso do tecido adiposo (BELO; SAIRAM & REIS, 2008) quanto da pressão arterial 

(WEST et al., 2001; BELO et al., 2004). Vários mecanismos têm sido propostos para 

tentar elucidar os efeitos do estrógeno no sistema cardiovascular, como por 

exemplo, redução da pressão arterial, alterações no metabolismo lipídico e no 

depósito de tecido adiposo. 

           A administração de estradiol diminuiu a pressão arterial de mulheres 

normotensas após dois meses de tratamento (CAGNACCI et al., 1999). Estradiol 

administrado oralmente ou por via transdérmica diminuiu a resistência vascular 

periférica e consequentemente a pressão arterial de mulheres na pós-menopausa 

(WEST et al., 2001).  

          Os mecanismos pelos quais o estrógeno realiza estas alterações no sistema 

cardiovascular ainda são incertos, sendo alvo de inúmeros estudos. Existem 

evidências sugerindo que o estrógeno afete a função cardiovascular, reduzindo a 
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pressão arterial, via ação direta nos vasos sanguíneos (MURPHY & KHALIL, 2000), 

ação central no sistema nervoso autônomo (SALEH et al., 2000) ou ainda devido à 

formação de substâncias vasodilatadoras como oxido nítrico (TOSTES et al., 2003), 

ou inibição da formação e/ou ação de substâncias vasoconstritoras, como as 

prostaglandinas PGH2 e PGF2 (DANTAS et al., 1999)  e angiotensina II (MAGNESS 

et al., 1993).  

           A implicação da ação benéfica e protetora do estrógeno na circulação 

cardiovascular necessita ser completamente elucidada para o esclarecimento das 

condições patofisiológicas observadas na pós-menopausa, como por exemplo, a 

hipertensão arterial, e para sua aplicação na prática clínica. Como a obesidade é 

fator de risco para o desenvolvimento de doenças cardiovasculares, em especial 

hipertensão arterial, a ação do estrógeno no tecido adiposo também merece 

destaque.  

          O estrógeno tem sido visto como o principal regulador do tecido adiposo em 

fêmeas adultas regulando a sua deposição de maneira dependente da localização 

do depósito. As mulheres têm mais tecido adiposo subcutâneo do que os homens, 

com uma média de percentual de gordura corporal em mulheres jovens de 25% 

contra 15% em homens (CHUMLEA et al., 1981). O aumento da gordura abdominal 

nas mulheres na pré-menopausa parece ser inibido pelo estrógeno, quando são 

comparadas com os homens que tendem a ter um depósito de gordura no abdômen. 

Todavia, a gordura abdominal aumenta nas mulheres no período pós-menopausa 

(LEY; LEES & STEVENSON, 1992), o que está correlacionado com um aumento no 

risco de desenvolvimento de várias doenças. Também no Brasil, a prevalência de 

obesidade cresce nas mulheres na pós-menopausa, na faixa etária de 35 a 44 anos 

é de 12,8% e na faixa etária de 55 a 64 anos é de 21,8% (OMS, 2004). 

          A ovariectomia em roedores ou a menopausa em mulheres resulta em 

aumento do depósito de tecido adiposo (COOKE & NAAZ, 2004) que está 

correlacionado com baixos níveis de estradiol (FERRARA et al., 2002). O tratamento 

com estradiol diminui o tecido adiposo visceral em mulheres na pós-menopausa 

(MUNOZ; DERSTINE & GOWER, 2002). Animais manipulados geneticamente 

fornecem fortes evidências que o estrógeno realmente modula a quantidade de 

tecido adiposo. Tanto camundongas que não expressam o receptor para estrógeno 
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do tipo α, (HEINE et al., 2000), quanto as que não expressam a enzima aromatase 

(JONES et al., 2000), apresentam uma grande quantidade de tecido adiposo. Este 

efeito do estrógeno pode se dar através da diminuição da lipogênese (HOMMA et 

al., 2000) e aumento da lipólise através da ativação da enzima lipase hormônio 

sensível (PALIN et al., 2003). Assim, percebe-se que o estrógeno desempenha 

importante papel também na regulação do tecido adiposo.       

   

3.3 Leptina 

  

O tecido adiposo desempenha papel crucial na homeostase energética e 

secreta hormônios esteróides, citocinas inflamatórias, fatores de complemento, 

peptídeos vasoativos, adiponectinas, resistina e leptina (KALSBEEK et al., 2006). 

Desse modo, o interesse na fisiopatologia da obesidade e desordens metabólicas 

tem se focalizado na biologia do tecido adiposo. Leptina, adiponectina e citocinas 

pró-inflamatórias, produzidas no tecido adiposo, agem por meio de receptores bem 

definidos em tecidos-alvo distantes, fazendo do tecido adiposo um verdadeiro órgão 

endócrino (FLIER, 2004). Seus efeitos mais marcantes ficam evidenciados em 

camundongos com deficiência funcional de leptina por mutação gênica 

(camundongos ob/ob) que apresentam infertilidade, obesidade e diabetes (FAIN & 

BAHOUTH, 2000).  

 Kennedy (1953) foi o primeiro a propor que fatores circulantes derivados do 

tecido adiposo funcionariam como sinalizadores para o cérebro a fim de controlar o 

consumo alimentar e o gasto energético com o objetivo de manter constante o peso 

corporal. A leptina regula a função cardíaca e encontra-se elevada na obesidade e 

hipertensão (WOLD et al., 2002). Assim, a hiperleptinemia apresenta correlação com 

disfunção cardiovascular e hipertensão (HENRIKSEN et al., 2000; ZIETZ  et al., 

2000). 

 A leptina é uma grande proteína que tem uma massa relativa de 16KDa, 

possui uma estrutura similar as citocinas e é altamente conservada em mamíferos 

(ZHANG; NOVAK & KAUFMAN, 1995). Ela está envolvida com o desenvolvimento 

cerebral, maturação dos circuitos de alimentação no hipotálamo, função vascular, 
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hematopoiese, angiogênese, desenvolvimento ósseo e cicatrização de feridas. Ela 

regula o balanço energético por meio de ações no cérebro, no apetite, bem como no 

gasto energético. É secretada de maneira pulsátil e possui um ritmo diurno, 

apresentando um pico noturno e um no amanhecer (ALEXANDER et al., 2009).  

Essas diversas ações da leptina ocorrem através do receptor de leptina (Ob-R) 

(KAWAI  et al., 2000; TARTAGLIA, 1997). 

          Infere-se que essa adipocina alcance o cérebro por mecanismos de 

transportes específicos. Entretanto, o mecanismo exato da passagem da leptina pela 

barreira hemato-encefálica ainda é desconhecido (AHIMA et al., 2001). O transporte 

da leptina para o cérebro diminui rapidamente durante o jejum e aumenta com a 

elevação dos níveis de leptina plasmática durante a alimentação. A redução no 

transporte da leptina na obesidade induzida por dieta é reversível e parcialmente 

atribuída à gordura dietética ou a elevação dos triglicerídeos no plasma (BANKS, 

CLEVER & FARRELL, 2000). Também, o envelhecimento está associado com 

redução do transporte da leptina para o cérebro podendo contribuir para o acúmulo 

de gordura e anormalidades no metabolismo da glicose e dos lipídios (BANKS & 

FARRELL, 2003).  

 A base molecular do envolvimento da leptina na plasticidade no hipotálamo 

ainda não está bem descrita.  É sabido que a leptina age em neurônios específicos 

no hipotálamo e no tronco cerebral (AHIMA et al., 2001). 

 Alguns estudos mostram que a leptina induz rapidamente as vias de 

sinalização do núcleo arqueado no hipotálamo, de modo que uma única dose de 

leptina mostra-se capaz de reduzir o consumo alimentar em camundongos ob/ob 

após 12h de sua administração. É importante salientar que camundongos ob/ob 

apresentam aumento de neuropeptídeo Y e supressão de pro-opiomelanocortina, 

sendo, portanto, um modelo animal adequado para testar hipóteses sobre o efeito da 

leptina na plasticidade sináptica (PELLEYMOUNTER et al., 1995). 

 Além disso, alguns estudos também mostram que em primatas não humanos 

ob/ob e em animais selvagens os efeitos da leptina no hipotálamo estão associados 

com a organização sináptica do sistema hipotalâmico peptidérgico. Acredita-se, 

portanto, que a plasticidade sináptica induzida pela leptina e sua consequências 

durante os estados patológicos denotem condição crucial na regulação da 

homeostase energética (KALSBEEK et al.,  2006). 
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 Os receptores para a leptina estão expressos em dois subtipos de neurônios 

do núcleo arqueado: um que produz neuropeptídeo Y (NPY) / proteína relacionada 

ao Agouti (AgRP) e outro que expressa a pro-opiomelanocortina (MERCER et al., 

1996). Esses neurônios são importantes células orexígenas, as quais interagem com 

células que expressam o hormônio alfa estimulador de melanócito (α—MSH), o mais 

potente peptídeo envolvido na regulação do metabolismo pelo cérebro (HAHN et al., 

1998). Um aumento na atividade NPY/AgRP e supressão de pro-opiomelanocortina 

induzem a alimentação e deposição de gordura, enquanto que um aumento na pro-

opiomelanocortina e supressão da atividade do NPY/AgRP  diminuem a alimentação 

e a massa corporal magra (ZARJEVSKI et al., 1993; STEPHENS et al., 1995).  

 O receptor da leptina é um membro da superfamília de receptor de citocinas 

do tipo I e é composto por três domínios: um domínio extracelular de ligação ao 

ligante, um domínio transmembrana e um domínio citoplasmático.  O receptor possui 

seis isoformas (Ob-Ra, Ob-Rb, Ob-Rc, Ob-Rd, Ob-Re, Ob-Rf), porém evidências 

indicam que a maioria das ações da leptina ocorrem por meio do receptor longo, Ob-

Rb (AHIMA & FLIER, 2000a). 

A leptina utiliza as vias de sinalização Janus quinase 2 (Jak 2) e transdutor de 

sinal e ativador de transcrição 3 (STAT 3), resultando na estimulação de peptídeos 

anorexígenos, hormônio alfa estimulador de melanócito (α-MSH) e peptídeo 

regulador cocaína–anfetamina (CART), e inibição dos peptídeos orexígenos, 

neuropeptídeo Y (NPY) e proteína relacionada ao Agouti (AgRP), por meio de outras 

vias de sinalização como fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K), proteína tirosina fosfatase 

1B (PTP- 1B), supressor de sinalização de citocinas 3 (SOCS3) e da proteína kinase 

ativadora de AMP (KALSBEEK et al., 2006). A sinalização metabólica da leptina 

pode ter um efeito agudo na plasticidade sináptica no centro do apetite, 

desempenhando assim papel chave em estados de alteração metabólica 

(KALSBEEK et al., 2006). 

 A ativação da via de sinalização Jak-STAT pela leptina se dá pela ligação 

dessa adipocina ao domínio extracelular do Ob-Rb resultando na auto-fosforilação 

da jak2, fosforilação dos resíduos de tirosina no domínio citoplasmático do Ob-Rb e 

ativação da transcrição de fatores STATs (KALSBEEK et al., 2006). Sabe-se que a 

forma longa do receptor da leptina requer a ativação da STAT 3 e/ou da via de 

sinalização  PI3 quinase, levando a uma diminuição do consumo alimentar e 

aumento do gasto energético (NISWENDER et al., 2003). 
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 A STAT3 possibilita que a leptina regule a alimentação, a termogênese e o 

peso. Entretanto, esta via não é utilizada para os efeitos da leptina na reprodução, 

no crescimento, na influência do metabolismo da glicose e na expressão dos níveis 

de neuropeptídeo Y no hipotálamo (BATES et al., 2004). 

As ações da leptina ocorrem principalmente pela via Jak-STAT, todavia 

algumas de suas ações rápidas no metabolismo lipídico e da glicose são mediadas 

pela via da proteína quinase ativada por mitógeno, MAPKinase (MAPK), como por 

exemplo a inibição da lipogênese no fígado (KAHN et al., 2005). 

 A leptina encontra-se elevada em obesos e aumenta algumas horas após 

uma alimentação em grande quantidade (FREDERICH et al., 1995 a, b) e diminui 

rapidamente durante o jejum e a perda de peso (FREDERICH et al., 1995 a, b; 

KOLACZYNSKI et al., 1996). 

  A deficiência de leptina tanto em humanos como em roedores manifesta-se 

com apetite voraz, obesidade de início precoce, resistência à insulina, 

imunossupressão, bem como diversas anormalidades hormonais, em particular 

hipogonadismo hipotalâmico (KALSBEEK et al., 2006). Essa adipocina tem 

diminuída sua síntese e secreção quando em situações de exposição ao frio, 

estimulação β3 adrenérgica, pelo hormônio do crescimento, hormônio tireóideo, 

melatonina e pelo tabagismo (AHIMA & FLIER, 2000a). 

           Além dessas alterações de síntese e secreção, alterações também ocorrem 

em alguns casos de obesidade o que é conhecido como resistência à leptina. Isso 

foi confirmado em estudos que mostraram redução da sensibilidade à leptina em 

roedores e humanos com obesidade induzida por dieta e tratados com leptina 

(TAKAHASHI et al., 2002). 

 Essa resistência a leptina tem sido associada com a redução da absorção da 

mesma pelo cérebro, com a indução de supressores da sinalização de citocinas-3 e 

com alterações em neuropeptídeos hipotalâmicos (TAKAHASHI et al., 2002; FLIER, 

2004). 

  Alguns trabalhos mostram que os humanos podem tornar-se obesos devido a 

um simples defeito herdado e, que o principal efeito das mutações genéticas que 

levam à fisiopatologia da obesidade está associado a mecanismos reguladores do 

consumo alimentar. Dentre esses se destaca a deficiência congênita da leptina 

descoberta em 1997 por meio de um estudo em primos com obesidade severa. 

Ambos tinham níveis séricos indetectáveis de leptina e apresentavam uma mutação 
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no gene ob (∆G133), o que resultava em não secreção da proteína (MONTAGUE, 

1997).  Além dessa, outras mutações no gene da leptina foram descritas por outros 

trabalhos, e todos os membros da família que apresentam tais alterações tinham em 

comum severa obesidade de início precoce e intensa hiperfagia (OZATA, OSDEMIR 

& LICINIO,1999; FAROOQI et al., 1999, 2002). 

 De acordo com Kalsbeek et al. (2006), terapias utilizando leptina subcutânea 

ocasionaram efeitos benéficos em crianças com defeito congênito de leptina, 

levando a redução de peso corpóreo e de massa gorda. O maior efeito da leptina 

encontrado foi a normalização do apetite. Nesses casos a terapia em meninos de 

três anos com obesidade marcante levou a uma redução de 25% no peso corpóreo. 

 A leptina também atua no metabolismo da glicose, aumentando o 

metabolismo da mesma por reforçar o “turnover” da glicose e sua absorção em 

tecidos periféricos, sem diminuir o conteúdo de glicogênio hepático (KAMOHARA et 

al., 1997). Efeitos similares a este foram também observados após administração de 

leptina intravenosa ou intracerebroventricular (KAMOHARA et al., 1997).  

 A leptina e a insulina têm efeitos centrais distintos no fluxo da glicose. A 

insulina administrada intracerebroventricular inibe a gliconeogênese e a produção de 

glicose. A leptina, ao contrário, estimula a gliconeogênese, diminui a glicogenólise e 

não tem efeito sobre a produção de glicose (GUTIERREZ-JUAREZ, ROBICI & 

ROSSETI, 2004). 

 

 

3.4 Leptina e Estradiol  

 

 

O estrógeno tem efeito no peso corporal e no gasto energético. Além desse 

papel já bem descrito, sabe-se que o declínio nos níveis de estrógeno, que ocorre 

em fêmeas na menopausa tem profundos efeitos fisiológicos e alterações 

metabólicas que resultam em modificações na distribuição da gordura corpórea 

(BENTLEY-LEWIS; KORUDA & SEELY, 2007; DICARLO, 2003) e aumento no risco 

para síndrome metabólica que está associada com o diabetes, cardiopatias e 

hipertensão (NG; YONG & CHAKRABORTY, 2010) 

Não há dúvidas de que o principal determinante da concentração de leptina é 

a quantidade líquida de gordura corporal (MAFFEI et al., 1995; HAVEL et al., 1996). 



30 
 

Entretanto, sabe-se que outros fatores contribuem para a sua produção. É sabido 

que o estradiol imita os efeitos sinápticos da leptina nas células melanocortinas 

(KALSBEEK et al., 2006) e, está descrito que ambos, leptina e estradiol, podem 

causar rápido rearranjo sináptico no núcleo arqueado envolvendo sinapses 

gabaérgicas (PARDUCZ et al., 2003). 

Há algumas evidências em humanos e roedores sugerindo que a testosterona 

exerça efeito negativo na regulação sobre a secreção de leptina e que o estrógeno 

atua positivamente estimulando a sua secreção (MESSINIS et al., 1999; PINILLA et 

al., 1999). Estudos mostram que a concentração de leptina é claramente maior em 

mulheres quando comparadas aos homens, e essa diferença nos níveis plasmáticos 

de leptina é de aproximadamente 40%, em qualquer percentual de gordura corporal 

ou massa adiposa. (SAAD et al., 1997).  

Em um estudo de Elbers et al. (1997), as diferenças na concentração de 

leptina entre os sexos foram revertidas após tratamento com a testosterona em ratas 

e estradiol em ratos, evidenciando ainda mais a influência desses hormônios na 

concentração da leptina. 

 Mesmo após a menopausa, período em que os níveis de estrógeno diminuem 

drasticamente e ocorre aumento de peso, a leptina encontra-se mais alta em 

mulheres, quando comparadas aos homens (AHIMA & FLIER, 2000a). Isso se deve 

ao fato de a leptina ser inibida por andrógenos, estimulada por estrógenos, bem 

como ser altamente expressa em tecido adiposo (MASUZAKI et al., 1997; AHIMA & 

FLIER, 2000b). 

 Assim, fica evidenciado que os níveis de leptina são também regulados por 

hormônios esteróides. De fato, a concentração de leptina é controlada pela função 

gonadal ou por alterações na massa corpórea (PINILLA et al., 1999), uma vez que a 

perda da produção hormonal dos esteróides está associada com aumento do tecido 

adiposo visceral (FERRARA et al.,  2002; CARR et al., 2004). Em estudos sobre 

alterações metabólicas, realizado com mulheres na pós-menopausa, foi observado 

aumento de massa corpórea associado com altos níveis séricos de leptina (TANAKA 

et al., 2001; MATVIENKO et al., 2010) 

 Em experimentos in vitro, observou-se que amostras de tecido adiposo de 

indivíduos do sexo masculino são completamente refratárias a ação tanto de 

estrógeno como de testosterona. Ao contrário, a dihidrotestosterona, 

androstenediona e a dehidroepiandrosterona-S são potentes inibidores da secreção 
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de leptina, enquanto que o estradiol tem forte estimulação no tecido adiposo de 

mulheres e a testosterona não tem efeitos em nenhum dos sexos (CASABIELL et 

al., 2001). 

 Além do papel da leptina na regulação do peso corporal por estabelecer 

retroalimentação entre as reservas energéticas e o centro hipotalâmico que controla 

o consumo alimentar, essa adipocina também já é conhecida por interagir com o 

sistema endócrino fornecendo informações sobre o tamanho dos estoques 

energéticos. Também pode atuar como um fator estimulante de utilização das 

demandas energéticas, no início da puberdade e vida reprodutiva, somente quando 

essa reserva é suficiente para garantir tais processos (CASABIELL et al., 2001). 

 Desse modo, uma característica fenotípica do balanço energético negativo é o 

hipogonadismo hipotalâmico (JUDD, 1998) a fim de permitir adaptação evolutiva na 

sobrevivência das espécies quando o consumo é escasso. Estudos já constataram 

que mulheres com níveis circulantes baixos de leptina não menstruam, uma vez que 

para elas é requerido uma massa gorda maior que 10% para que ocorra a ovulação 

(KOOP et al., 1997; BALLAUFF et al., 1999). Esse hormônio além de participar da 

homeostase energética, também controla a reprodução por regular o sistema 

neurosecretor do hormônio liberador de gonadotrofinas, que controla o eixo 

reprodutivo (WOJCIK- GLADYSZ & POLKOWSKA, 2006; VULLIÉMOZ et al., 2005). 

Assim, quando há baixo índice de gordura armazenada, o cérebro inibe a 

reprodução a fim de manter a homeostase (CAMPFIELD et al., 1995). 

 No jejum, leptina e estrógeno influenciam diretamente o ciclo estral e a 

ciclicidade (SCHNEIDER & WADE, 1989). Essas alterações envolvem proliferação 

celular da matriz vaginal, apoptose, angiogênese e infiltração leucocítica (EVANS et 

al., 1990; WOOD et al., 2007). Os camundongos ob/ob (com mutação no gene que 

produz a leptina) demonstram-se inférteis, porém a administração exógena de 

leptina causa aumento dos níveis séricos de hormônio luteinizante, aumentando o 

peso de útero e dos ovários (BARASH, 1996) e, é suficiente para induzir a fertilidade 

nesses animais (MOUNZIH; LU & CHEHAB, 1997). 

Desse modo, as evidências indicam que tanto leptina como estrógeno 

aumentam o gasto energético e modulam o ciclo estral. A fim de observar a relação 

entre leptina e estradiol, Ng, Yong & Chakraborty (2010) examinaram o ciclo estral 

de camundongos e os resultados sugeriram que tanto a leptina quanto o estrógeno 

influenciam o ciclo estral, mas não são os únicos fatores contribuintes. Na ausência 
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de leptina e na diminuição de hormônios esteróides sexuais, os animais ficaram 

acíclicos, e como hipótese explicativa, os autores acreditam que o sistema nervoso 

interpreta essas alterações como déficit de estoque energético induzindo alterações 

no ciclo estral a fim de reprimir a reprodução. 

 Em um estudo com ratas Wistar foi observado que os níveis de leptina 

aumentaram mais que duas vezes tanto no grupo ovariectomizado, que mostrou-se 

hiperfágico e com maior peso corpóreo, quanto no grupo ovariectomizado e tratado 

com benzoato de estradiol (PANTALEÃO et al., 2010). Além disso, curiosamente, 

embora o grupo ovariectomizado tratado com estradiol apresentasse redução de 

peso corpóreo, a concentração de leptina encontrava-se alta, sugerindo que o 

estrógeno aumenta a secreção de leptina. 

 Em relação à atuação nos receptores, Diano et al. (1998) relataram que os 

receptores de leptina estão co-localizados com os receptores do estradiol. No estudo 

de Shin et al. (2007) ficou evidenciado que, nos tecidos adiposos subcutâneo 

abdominal e omental, os receptores para estrógeno (ER), ERα e ERβ, apresentam 

sua expressão gênica significativamente correlacionada  com a obesidade. Além 

disso, notou-se que a concentração de leptina e sua produção no tecido omental 

tiveram significativa influência na razão dos subtipos ER. O grupo com maior 

quantidade de ERβ em relação ao ERα apresentou maior deposição de gordura no 

tecido adiposo omental comparado com o grupo que tinha expressão de ERα maior 

que ERβ. Assim, percebe-se que embora não tenha existido correlação entre os 

níveis sistêmicos de leptina e estradiol, foi observada uma correlação entre a razão 

dos subtipos de receptores de estrógeno e a expressão de RNAm de leptina no 

tecido adiposo omental. Os autores chegaram à hipótese de que o aumento dos 

níveis de ERβ poderia bloquear o efeito benéfico do ERα, como por exemplo, a 

diminuição da lipoproteína lipase e, este evento poderia estar sendo mediado pela 

leptina. Portanto, acredita-se que a leptina pode ser um importante modulador do 

receptor de estrógeno, consequentemente influenciando o metabolismo no tecido 

adiposo. 

 Ohlsson et al. (2000) e Heine et al. (2000) mostraram que camundongos 

knockout para ERα apresentaram obesidade, enquanto que os knockout para ERβ 

não apresentavam o mesmo fenótipo. Ainda, quando a sinalização de ERβ foi 

bloqueada nos camundongos knockout para ERα, o peso corpóreo e o peso dos 

depósitos de tecido adiposo diminuíram, bem como os adipócitos reduziram de 
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tamanho. Isso sugere que o ERβ tem efeito contrário ao ERα, no tecido adiposo, 

embora os efeitos do estradiol no tecido adiposo parecem ocorrer de maneira 

predominante via ERα (NAAZ et al., 2002). 

 Diante do exposto percebe-se que existe uma relação expressiva entre os 

hormônios, leptina e estradiol. 

   

 

 

3.5 Leptina e ANP  

 

 Como citado anteriormente, o ANP parece possuir um papel inibidor sobre a 

leptina. Fain & Bahouth (2000) relataram que em adipócitos de roedores, bem como 

em humanos, a estimulação da lipólise por catecolaminas ou outros agentes 

lipolíticos está associada com a inibição da liberação da leptina pelo ANP. 

 Jeandel et al. (1989) constataram que o ANP aumentou o acúmulo de GMP 

cíclico em adipócitos de ratos. O fato do ANP ser capaz de estimular a lipólise em 

adipócitos humanos sugere que a proteína quinase está presente nesses adipócitos, 

sendo esta responsável por fosforilar a lipase hormônio-sensível envolvida na 

ativação da lipólise. 

 Fain et al. (2003) buscaram investigar se a estimulação da lipólise pelo ANP 

estaria associada com a inibição da liberação de leptina por adipócitos. Os 

resultados mostraram que a liberação de leptina foi inibida pelo ANP, de uma forma 

tempo-dependente, e que esse efeito, assim como sugerido pelo estudo de Jeandel 

supracitado, parece ser secundário à elevação de GMPc. 

 O principal local de síntese de ANP é o tecido cardíaco. Sabe-se que o tecido 

cardíaco também é capaz de sintetizar leptina (PURDHAM et al., 2004) e possui 

receptores para a mesma (RAJAPUROHITAM et al., 2003; PURDHAM et al., 2004), 

o que sugere que a leptina possua um efeito direto nos cardiomiócitos podendo agir 

de forma autócrina ou parácrina. Os efeitos da leptina nos cardiomiócitos têm sido 

amplamente estudados e foi verificada a ação da mesma na hipertrofia em culturas 

primárias de cardiomiócitos de ratos (RAJAPUROHITAM et al., 2003; ZEIDAN et al., 

2008) e de humanos (MADANI et al., 2006). No entanto, poucos estudos abordaram 

o papel da leptina como agente hipertrófico in vivo. De fato, em camundongos 

obesos ob/ob, a leptina tem sido mostrada como um agente capaz de reduzir a 
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hipertrofia cardíaca, no entanto, a reversão da hipertrofia induzida pela leptina foi 

associada à normalização do peso corporal, tornando difícil de estabelecer uma 

relação correta de causa-efeito (BAROUCH et al., 2003). 

 Yuan et al. (2010) avaliaram a regulação da síntese e secreção de ANP, bem 

como a expressão dos seus receptores em modelos de ratos hiperleptinêmicos. Os 

resultados mostraram que a leptina reduz a liberação de ANP, indiretamente por 

meio do óxido nítrico. Esse papel mediador do óxido nítrico já foi relatado por Dietz 

(2005), segundo o qual o óxido nítrico é capaz de inibir a secreção do ANP. Não 

houve alteração na expressão dos receptores natriuréticos nos animais com altos 

níveis de leptina bem como na expressão do ANP cardíaco, sendo observada 

apenas uma alteração nos níveis plasmáticos desse peptídeo (YUAN et al., 2010). 

 Mascareno et al. (2009) utilizando camundongos da linhagem ob/ob e 

C57BL/6J constataram que a leptina também desempenha um papel modulador na 

atividade transcricional do promotor do gene do ANP. Os resultados mostraram que 

a leptina atua por regulação do NFATc4, um membro dos fatores nucleares 

ativadores de células T (NFAT), que é uma família de fatores transcricionais em 

cardiomiócitos. Este estudo também revelou que em camundongos ob/ob 

submetidos a constrição da aorta não foi observada ativação do NFATc4 no 

coração, todavia, a administração venosa intraperitoneal de leptina nesses animais 

foi capaz de restaurar a atividade do DNA ligante do NFATc4 e induziu a expressão 

gênica do ANP. Os autores concluíram então, que a leptina tem ação inibidora no 

remodelamento do crescimento do ventrículo esquerdo, devido ativação do NFATc4 

seguido por uma aumento na expressão gênica do ANP. Já Purdham et al. (2008) 

observaram que o bloqueio dos receptores para leptina reduziu a hipertrofia cardíaca 

induzida pela ligação da artéria coronária bem como a expressão gênica de peptídeo 

natriurético atrial. Desta forma, a interação entre leptina e ANP ainda é controversa. 

 

 

 

3.6 Ratos espontaneamente hipertensos e leptina  

 É interessante ressaltar nessa revisão a escolha do modelo de hipertensão 

animal, os ratos espontaneamente hipertensos (SHR), destacando o conhecimento 

adquirido ao longo dos anos em relação à leptina nesse modelo.  
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Os SHR são conhecidos por ser um dos melhores modelos experimentais 

para o estudo da hipertensão. Os valores pressóricos dos animais SHR machos 

atingem 150 mmHg na 12ª semana e vão aumentando progressivamente até chegar 

a 200 mmHg por volta da 20ª a 30ª semana (ZICHA & KUNES, 1999). 

 Os níveis de leptina estão elevados na hipertensão essencial tanto em 

roedores (UMEDA; KANDA & MURAKAMI, 2003) quanto em humanos (HENRIKSEN 

et al., 2000) o que sugere uma forte ligação entre hiperleptinemia e disfunção 

cardiovascular na hipertensão. Já está bem descrito que a expressão do gene ob 

(produtor de leptina) e a secreção da leptina se correlacionam positivamente ao 

conteúdo de gordura corporal (CARO et al., 1996) e, que o aumento nas 

concentrações de leptina em SHR seja devido ao aumento de tecido adiposo 

subcutâneo e mesentérico (UMEDA; KANDA & MURAKAMI, 2003). Entretanto, 

acredita-se que a capacidade da leptina em induzir uma resposta no coração, nos 

rins e artéria mesentérica, seja prejudicada em SHR (GALVEZ-PRIETO et al., 2004). 

 Hiraoka et al. (1997) pesquisaram a expressão do gene ob no tecido adiposo 

de SHR obeso e não obeso, nos estágios de estabelecimento da hipertensão e 

obesidade, bem como dosaram os níveis de leptina nesses animais. Os resultados 

demonstraram que os níveis de leptina na 20ª semana de idade foram cem vezes 

maiores nos SHR obesos, quando comparado aos SRH não obesos. Além disso, 

houve um aumento da expressão do gene ob em SHR obeso, o que segundo os 

autores, poderia estar relacionado ao aumento da massa de tecido adiposo e/ ou ao 

fenótipo obeso. O aumento da expressão do gene ob também pode ser devido, em 

parte, ao comprometimento da interação entre leptina e o seu receptor (FREDERICH 

et al., 1995a), ou mesmo, à perda da ação da leptina devido a uma mutação 

nonsense no receptor da leptina em SHR obesos, já descrita por Takaya et al. 

(1996). Segundo Hiraoka et al. (1997) essas características dos animais SHR 

indicam que este seja um bom modelo para o estudo da hipertensão e obesidade. 

  Recentemente, evidências indicaram que a leptina estimula o óxido nítrico 

(NO) no sistema cardiovascular (NICKOLA et al., 2000) e que a infusão de leptina 

tem reduzido a pressão arterial e a frequência cardíaca, o que pode ser revertido 

pela inibição da sintase do óxido nítrico - NOS (SHEK, BRANDS & HALL, 1998; 

FRUHBECK, 1999). Wold et al. (2002) verificaram a influência da hipertensão arterial 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kanda%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kanda%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kanda%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kanda%20T%22%5BAuthor%5D
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na resposta cardíaca contrátil da leptina, comparando ratas Wistar Kyoto (WKY) com 

ratas espontaneamente hipertensas. Os resultados mostraram que em SHR não foi 

encontrado a redução da contração dos miócitos, induzida pela leptina, vista 

normalmente em ratas WKY, possivelmente por alteração na sinalização JAK/STAT 

e MAPkinase, bem como na resposta ao NO. Embora a hiperleptinemia pareça estar 

associada com a hipertrofia cardíaca, mais estudos sobre a participação da leptina 

na patofisiologia da hipertensão são necessários, a fim de esclarecer se a leptina, 

por si só, é responsável por essas alterações na estrutura do coração. 

 É sabido também que a leptina reduz o efeito vasoconstrictor potente da 

angiotensina II, todavia, são necessários mais estudos que esclareçam as 

propriedades vasodilatadoras da leptina em roedores e humanos (MATSUDA et al., 

2003). Desse modo, um estudo de Rodríguez et al. (2006) comparou o efeito da 

leptina no aumento na concentração de Ca2+, induzida pela angiotensina II, bem 

como da vasoconstrição da aorta em SHR e WKY normotensos. Os resultados 

mostraram que nos animais SHR houve diminuição da inibição da angiotensina II o 

que levou ao aumento de Ca2+ intracelular e consequentemente vasoconstrição. 

Além disso, os resultados confirmaram que os SHR apresentam maior concentração 

de leptina, comparados ao WKY, e que os SHR apresentam aumento na expressão 

das isoformas de receptores de leptina do tipo curto (OB-Ra) e longo (OB-Rb) nas 

células musculares lisas (VSMC) da artéria aorta.  

 Portanto, a hiperleptinemia, o aumento da expressão de OB-R em VSMCs e a 

perda do efeito inibitório da leptina sobre a angiotensina II em SHR sugerem que 

este modelo animal de hipertensão apresente resistência à leptina. Assim, os dados 

sugerem que na hipertensão associada à hiperleptinemia, como encontrado no 

modelo SHR, o efeito vascular protetor da leptina pode estar anulado (RODRÍGUEZ 

et al., 2006) e, isso  pode ser explicado pelo fato da obesidade ser caracterizada por 

resistência à leptina e estimulação do sistema renina- angiotensina (RAHMOUNI et 

al., 2005). 
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4. MATERIAL E MÉTODOS  

 

4.1 Animais 

  

Foram utilizadas 24 ratas espontaneamente hipertensas (SHR) provenientes 

do Centro de Criação de Animais SUPRILAB e mantidas no biotério do Instituto 

Multidisciplinar em Saúde/UFBA em ambiente com controle de luz (12 horas luz, das 

7 às 19h) e temperatura (233C) e livre acesso à água e ração. Este estudo foi 

aprovado do Comitê de Ética em Experimentação Animal da Universidade Estadual 

de Feira de Santana. Os animais consumiram ração padronizada AIN 93 

(Pragsoluções Biociências, São Paulo-SP) por um período de aclimatação de uma 

semana. Para simular o quadro de após-menopausa (ausência de produção 

ovariana de estradiol) as ratas foram ovariectomizadas com dez semanas de idade, 

quando a partir de então foram subdivididas em grupos que receberam as seguintes 

dietas: 

 Dieta contendo 54,4% do total de calorias oriundas de gordura (dieta 

hiperlipídica - DL; Pragsoluções Biociências, SP). 

 Dieta controle (DC) (ração padronizada AIN 93; Pragsoluções Biociências, 

SP). 

 

Na 20ª semana após a ovariectomia, imediatamente antes do início da 

terapia de reposição hormonal, as ratas também foram colocadas em gaiolas 

metabólicas, a fim de mensurar o consumo de ração e a ingestão calórica, durante 3 

dias.  

 

4.2 Dietas experimentais 

 

As dietas experimentais foram formuladas pela Profa. Dra. Amélia Cristina 

Mendes de Magalhães, calculadas utilizando-se como base a recomendação para 

dietas de roedores de laboratórios, elaborada pelo American Institute of Nutrition e 
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reportada por Reeves & Nielsen & Fahey (1993) e fabricadas pela empresa 

Pragsoluções Biociências, São Paulo-SP. 

As proporções dos ingredientes nas dietas experimentais, expressas na 

matéria seca, e a composição bromatológica das dietas encontram-se descritas em 

seguida na Tabela 1. 

Tabela 1 – Proporções dos ingredientes nas dietas experimentais 

Ingredientes DC    DL   
 -------------------% MS--------------------- 
Amido de milho 46,57 27,00  
Caseína  14,00 14,10  
Amido de milho dextrinizado  15,50 10,00  
Sacarose 10,00 10,00  
Óleo de soja 4,00 10,00  
Sebo bovino - 10,00  
Fibra (pó de celulose) 5,00 4,00  
Mistura mineral (AIN-93M-MX) 1 3,50 3,50  
Mistura Vitamínica (AIN-93-VX)2 1,00 1,00  
L-cistina 0,18 0,14  
Bitartarato Colina 0,25 0,25  
Tert-butil-hidroquinona  0,0014 0,0060  
Total 100,00 100,00  
1
Mistura mineral AIN-93G-MX: 35,7% de carbonato de cálcio; 25% de fosfato monabásico de potássio; 7,4% de 

cloreto de sódio; 4,66% de sulfato de potássio; 2,8% de citrato de potássio; 2,4% de óxido de magnésio; 0,606% 

de citrato férrico; 0,165% de carbonato de zinco; 0,063% carbonato de manganês; 0,03% de carbonato de cobre; 

0,001% de iodato de potássio; 0,001% de selenito de sódio; 0,0008% de paramobdato de amônia; 0,145% de 

metasilicato de sódio;  0,0275% de sulfato de potássio e cromo; 0,0082% de ácido bórico; 0,00635% de fluoreto 

de sódio; 0,00318% de carbonato de níquel; 0,00174% de cloreto de lítio; 0,00066% vanadato de amônio; 

20,98% de sacarose em pó. 

2
Mistura vitamínica AIN-93-VX- Composição de vitaminas por kg de dieta: 30mg de ácido nicotínico; 15mg de 

ácido pantotênico;  6mg de piridoxina; 5mg de tiamina; 6mg de riboflavina; 2mg de ácido fólico; 750ug de 

vitamina K;  200ug de D-biotina;  25ug de vitamina B-12; 4000UI de vitamina A; 1000UI de vitamina D3; 75UI 

vitamina E. 

 

As contribuições das frações de proteínas, carboidratos e gorduras no total 

de energia metabolizável das dietas experimentais encontram-se descrito a seguir 

na tabela 2. 
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Tabela 2 – Contribuição das frações de proteínas, carboidratos e gorduras no total 

da energia metabolizável nas dietas experimentais. 

Item Dietas experimentais 
 DC DL  

Energia Metabolizável (Mcal/kg-1) 3,41 4,96  
  % de contribuição das frações dietéticas 
Proteína 20,8 14,4  
Carboidratos 68,6 31,2  
Gorduras 10,6 54,4  

 

 

04.3 Procedimento experimental 

 

Ao atingir dez semanas de idade, as 24 ratas SHR pesavam em média 200g 

e foram ovariectomizadas e divididas nos quatro grupos seguintes, com seis animais 

cada: 

 Ratas ovariectomizadas alimentadas com dieta controle (DCO) 

 Ratas ovariectomizadas alimentadas com dieta hiperlipídica (DLO) 

 Ratas sham-operadas alimentadas com dieta controle (DCS) 

 Ratas sham-operadas alimentadas com dieta hiperlipídica (DLS) 

 

Foram realizadas medidas de pressão arterial sistólica pelo método de 

pletismografia de cauda, utilizando-se o medidor LE5001 (Panlab, Espanha). O peso 

corporal e a pressão arterial foram mensurados durante 24 semanas. Nas duas 

últimas semanas de dieta, os animais receberam, diariamente, a terapia de 

reposição hormonal contendo 5ug/100g de peso corporal de 17 β-estradiol ou 

veículo, óleo de milho, por via subcutânea. A dose foi estabelecida em estudo 

anterior (BELO et al., 2004).  Ao completar 24 semanas de dieta as ratas foram 

sacrificadas por decapitação. 

O sangue do tronco foi coletado em tubos heparinizados contendo inibidores 

de proteases (ácido etilenodiamino tetra-acético- EDTA a 10-5mol/L e 

fenilmetilsulfonifluorido- PMSF a 10-5mol/L) (Promega Corporation- USA). Em 
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seguida foram centrifugados a 3000rpm em 4°C, durante 20 min.. O plasma foi então 

separado e, em seguida acondicionado em freezer a -20°C para posteriores 

dosagens de ANP, leptina e estradiol pelo método ELISA. 

Os átrios direito e esquerdo e os tecidos adiposos dos depósitos 

mesentérico, parametrial e retroperitoneal foram prontamente removidos, pesados, 

adicionado 500μl de RNA later® (Applied Biosystems- Ambion- USA) e 

armazenados em freezer a -20°C para análises posteriores. O RNA later® mantem a 

integridade do RNA e do DNA a -20°C por até um ano. Posteriormente foi realizada 

extração de RNAm, bem como reação em cadeia da polimerase (PCR) para 

determinação da expressão gênica de ANP nos átrios e de leptina nos diferentes 

depósitos de tecido adiposo supracitados.  

 

 

4.4 Ovariectomia 

  

Após anestesia com Tribromoetanol a 2,5% foram feitas incisões em ambos 

os flancos, os ovários foram removidos e a pele foi suturada, de acordo com técnica 

corrente em endocrinologia. Foi realizado antibiótico-profilaxia com 0,4ml/animal de 

pentabiótico, via intramuscular. Os animais sham-operados (falso operados) foram 

submetidos aos mesmos procedimentos com exceção da remoção dos ovários. 

 

4.5 Dosagem de ANP, leptina e estradiol  

 

As dosagens de ANP, leptina e estradiol foram feitas por enzyme-linked 

immunosorbent assay- ELISA, como descrito pelo World Health Organ, 1976.  

Para isso, os animais foram sacrificados por decapitação e o sangue do 

tronco foi coletado para subsequente dosagem. O plasma foi armazenado a -20°C 

até o momento do ensaio. O nível plasmático de leptina foi dosado usando-se um kit 
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de ELISA para leptina de ratos (INVITROGEN, CAT No. KRC2281, Invitrogen 

Corporation, USA). O estradiol plasmático foi dosado utilizando-se um kit de ELISA 

para estradiol (BIOSOURCE, CAT No. KAQ0621, USA). A concentração plasmática 

de ANP foi encontrada utilizando-se um kit de ELISA para ANP de ratos (RayBio® 

Atrial Natriuretic Peptide (ANP) EIA Kit, Catalog: EIA-ANP-1, RayBiotech, Inc, 

Norcross Georgia, United States). 

O princípio do método utilizado se baseia na interação antígeno-anticorpo. A 

técnica resume-se da seguinte maneira: em uma placa de poliestireno, que contém 

anticorpos altamente purificados fixados em suas escavações, são pipetados: 

amostras padrão (de conteúdo do hormônio já conhecido), amostras de conteúdo 

não conhecido e o controle. Após a primeira incubação, a placa é lavada e, em 

seguida, realiza-se uma segunda incubação com o segundo anticorpo biotilado. 

Após essa incubação com anticorpo secundário, realiza-se uma segunda lavagem 

para posterior incubação com a enzima estreptovidina peroxidase. Após essa 

terceira incubação, é realizada nova lavagem a fim de remover todo o conteúdo de 

enzima que não se ligou. Por fim, é adicionado o cromógeno (solução que produz 

coloração ao se ligar no anticorpo secundário). Normalmente, a intensidade da cor 

produzida é proporcional ao conteúdo do hormônio presente na amostra original de 

conteúdo não conhecido. 

Para a leptina, na primeira incubação foi utilizado 100μl de amostra, padrão 

ou controle, que foram adicionadas na placa a 37°C, durante 120 min.. Em seguida, 

a placa foi lavada quatro vezes com 400 μl da solução de lavagem disponível no kit 

(wash buffer). Posteriormente, foram adicionados 100 μl do conjugado biotina nas 

escavações, durante o período de incubação de 60 min.. Em seguida, foram 

realizadas mais quatro lavagens e a placa foi incubada com estreptovidina- HRP 

durante trinta minutos. Após, realizou-se mais quatro lavagens e foi adicionado 100 

μl de cromógeno estabilizante e, incubado durante 30 min. na ausência de luz. Por 

último, foi adicionado a “stop solution”, durante 30 min., para finalizar a reação. A 

absorbância foi lida em 450 nm no leitor de microplaca - Thermo Plate (EQUIPAR 

LTDA, Brasil). 

Para o estradiol, foi adicionado 50 μl das amostras de plasma ou de cada 

padrão ou controle (disponíveis no kit), 50 μl de conjugado HRP-estradiol (E2-HRP) 
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e 50μl de anti-estradiol em cada escavação da placa que previamente continha anti-

rabbit IgG. O concentrado estradiol-HRP (E2-HRP) foi adicionado com o intuito de 

competir com estradiol contido nas amostras. A incubação foi realizada em agitador 

configurado em 700 rpm, durante 120 min., em temperatura ambiente. A horseradish 

peroxidase (HRP) é uma glicoproteína de aproximadamente 44 daltons que produz 

coloração fluorométrica ou luminescente quando incubada com substrato próprio, a 

fim de detectar e/ou quantifica-lo. Após essa primeira incubação, foi realizada 

lavagem com 400 μl de solução wash, disponível no kit. Em seguida, uma solução 

cromógena (tetramthylbenzidine (TMB)- H2O2) foi adicionada e após 30 min. de 

incubação a reação foi interrompida com ácido sulfúrico (H2SO4). A absorbância foi 

lida, imediatamente, em 450 nm no leitor de microplaca- Thermo Plate (EQUIPAR 

LTDA, Brasil). O conteúdo de substrato é inversamente proporcional à concentração 

de estradiol das amostras utilizadas. 

Para o ensaio do ANP, a placa pré-coberta com anticorpo anti-rabbit 

secundário foi incubada com 100 μl de anticorpo anti-ANP, durante 90 min.. A placa 

foi lavada cinco vezes com solução wash. Em seguida, foi adicionado nas 

escavações da placa: 100 μl de cada padrão, ou controle positivo (ambos 

disponíveis no kit), ou amostra e incubado durante 190 min. em temperatura 

ambiente. Novamente foi realizada lavagem e adicionado 100 μl de solução de HRP-

Streptovidin para incubação durante 45 min.. Após terceira lavagem das escavações 

da placa foi adicionado 100 μl de tetramthylbenzidine (TMB) para incubação durante 

30 min.. Por fim, a reação foi interrompida com ácido sulfúrico (H2SO4). O ANP 

biotilado foi adicionado para interagir com Streptavidin horseradish peroxidase (SA-

HRP) que catalisa o desenvolvimento da cor na reação. Neste caso, a intensidade 

da coloração é diretamente proporcional ao conteúdo do complexo formado (SA-

HRP peptídeo biotilado) e inversamente proporcional ao conteúdo do ANP das 

amostras e do padrão, uma vez que ocorre ligação competitiva do anticorpo ANP 

entre o peptídeo ANP biotilado e os peptídeos da amostra e do padrão.  

 Todos os testes foram realizados em duplicata e, ao final de cada teste, foi 

construída uma curva padrão em software apropriado (Grap Pad Prism® versão 5). 

A concentração dos hormônios nas amostras foi obtida por regressão linear. 
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4.6 Análise da expressão gênica 

 

4.6.1 Extração de RNAm 

 

O RNA do tecido adiposo dos depósitos mesentérico, retroperitoneal e 

parametrial e dos átrios dos animais foi isolado de acordo com o método de 

thiocionato-fenol-clorofórmio (Chomczynski & Sacchi, 1987). Após decapitação dos 

animais, os tecidos foram rapidamente removidos e congelados em RNA later® a -

20°. Para extração, os tecidos foram colocados em tubos plásticos estéreis contendo 

solução de fenol e isotiocianato de guanidina (Brazol, LCG Biotecnologia, Brasil), 

1mL/100mg de tecido. As amostras foram trituradas por um homogeneizador elétrico 

(Dremel®, model 300, México). A adição de clorofórmio (LABSYNTH Produtos para 

Laboratórios Ltda, Brasil) (0,2 mL/100mg de tecido) seguida de centrifugação 

(12000xg, 4 oC, 15 minutos) separou a solução em três fases: uma fase orgânica, 

localizada no fundo do tubo plástico; uma fase constituída principalmente por DNA,  

situada na parte média; e, por fim, uma fase aquosa, a qual contêm o RNA total, 

localizada no sobrenadante.  

A fase aquosa foi transferida cuidadosamente para novos tubos plásticos 

estéreis e identificados. Álcool isopropílico (0,5ml) (LABSYNTH Produtos para 

Laboratórios Ltda, Brasil) foi adicionado ao RNA total para promover a sua 

precipitação e após 10 min. de repouso, foi realizada uma nova centrifugação 

(12000xg, 4 oC, 15 min.). O precipitado de RNA foi, então, lavado com 1ml de etanol 

anidro (ultra puro) (Biotechnology Grade, USA) a 70%, submetido a vortex e seguido 

de  centrifugação a 9600xg, 4 oC, durante 5 min.. 

O precipitado de RNA foi ressuspendido em 50μl de água ultra pura e livre 

de DNAse obtida pelo processo de osmose (LCG Biotecnologia, Brasil) ou água 

tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) (Integrated DNA Technologies, USA) e, em 

seguida, aquecida em banho-maria a 50oC para desnaturação da cadeia, durante 10 

min., deixando-os pronto para etapa seguinte. 
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4.6.2 Leitura da Concentração de RNA 

 

Para dosar o RNA, as amostras, ressuspendidas na etapa anterior, foram 

diluídas em água DEPC, na proporção de 1:200, da seguinte maneira: 10μL de RNA, 

em 1,990 ml de tampão TE (Tris-HCL 10nM, pH 8,0, EDTA 1Mm) (LCG 

Biotecnologia, Brasil). Este último tem a função de manter a estrutura do RNA 

intacta, sem haver quebras na sequência de nucleotídeos. 

A leitura do RNA foi realizada com um espectrofotômetro SP- 2000UV-VIS® 

(Spectrum, Shangai) utilizando-se 100% de transmitância e comprimento de onda 

específico: 260nm para leitura de RNA e 280nm para DNA. Realização de vortex 

para homogeinizar as amostras era realizado antes da leitura, e, para leitura do 

branco utilizou-se somente o tampão TE (2 ml). A leitura do DNA serve para estimar 

a quantidade de contaminantes na solução e, com isso, determinar a eficácia da 

extração. Desse modo, a pureza do RNA foi considerada satisfatória quando a razão 

das absorbâncias a 260 e 280nm for superior a 1,7. Considerando que uma unidade 

de absorbância a 260nm corresponde a 40μg de RNA por mL de solução, a 

concentração de RNA na solução original foi calculada pela fórmula: 

[RNA] = A 260 x D x 40g/mL 

onde A = absorbância e D= diluição da alíquota usada para a quantificação, no caso 

200, visto que, 10 L de solução de RNA foram diluídos em 2mL de água. 

 

4.6.3 Síntese do DNA complementar (cDNA) - Transcrição reversa 

 

O RNA dos tecidos adiposos mesentérico, parametrial e retroperitoneal e 

dos átrios foi extraído utilizando-se Brazol®, como descrito anteriormente. A 

obtenção do cDNA foi feita através de uma retro-transcrição (RT) a partir do RNAm, 

utilizando-se oligonucleotídeos complementares a cauda poli-A do RNAm.  

Em novos microtubos estéreis foram pipetados um volume de RNA 

correspondente à 1,0 µg e acrescido água DEPC suficiente para completar 4,0µL. 
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Foi adicionado 1,0L de oligo dT (Promega corporation, USA), alcançando um 

volume final de 5L. Logo em seguida as amostras foram levadas ao termociclador 

(Long Gene Scientific Instruments Co., Ltd., USA) para serem aquecidas à 70°C e, 

imediatamente foram imergidas em gelo a fim de interromper a reação. Nesta etapa, 

é importante salientar que o controle negativo do experimento o volume de RNA não 

foi pipetado.  

Em seguida, para a transcrição reversa, foi adicionado 4,0l de tampão 

específico (10x) Improm® (Promega corporation, USA), 1,6L de cloreto de 

Magnésio (MgCl2), 1,0 L de desorribonucleotídeo trifosfatado (dNTP) (10mM), 

6,4L de água livre de nucleasse, 1,0L de inibidor e 1,0L de enzima transcriptase 

reversa Moloney Murine Leukemia Vírus (MMLV), alcançando um volume final de 

20L. Essa solução foi então mantida a 40C por 60 min. para a síntese de c-DNA e, 

ao final, foram levadas novamente ao termociclador a 25°C, durante 05 min., e 42°C 

por 60 min., a fim de parar a reação. 

 

4.6.4 Reação em cadeia da polimerase (PCR) 

 

Após a síntese do cDNA foi realizada a reação em cadeia da polimerase 

(PCR) para amplificação do c-DNA para ANP e leptina com pares de “primers” 

baseados em sequências previamente publicadas. Para amplificar o ANP, os 

seguintes “primers” foram utilizados: GCCGGTAGAAGATGAGGTCA e 

GGGCTCCAATCCTGTCAATC, senso e anti-senso, respectivamente (Suzuki et al., 

1998). As condições dos PCR foram padronizadas e definidas após realização de 

testes. As condições foram 95°C por 10 min. seguidos de 35 ciclos de 94°C por 30 

segundos, 60°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos. Para amplificar leptina 

foram utilizados os seguintes pares de primers TCACCCCATTCTGAGTTTTGTC e 

CGCCATCCAGGCTCTCT (Garcia et al., 2000). As condições do PCR para leptina 

foram 37 ciclos de 94°C por 1 min., 60°C por 1 min. e 72°C por 1 min., com um ciclo 

final de alongamento de 72°C por 10 min.. 
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A PCR foi realizada utilizando-se: 25µl de mistura pré-formada para PCR 

(solução MIX, LGCBio, Brasil), a qual contém tampão específico, dNTPs, e enzima 

Taq polimerase; 0,2µl de cada “primer” senso e anti-senso; 23,6µl de água DEPC; e, 

1µl de cDNA, o que, ao final  totalizou um volume final de 50µl. Como controle 

negativo utilizamos água no lugar do cDNA no processo de PCR. Em seguida as 

PCR de leptina e de ANP foram levadas ao termociclador nas configurações citadas 

no parágrafo anterior. Os produtos da reação foram analisados por eletroforese em 

gel de agarose a 1,2%. O gel foi revelado com brometo de etídio (1µg/ml), 

visualizado em luz ultravioleta e digitalizado. As bandas foram quantificadas através 

do programa LabImage 1D®. ß-Actina foi amplificada como um controle interno de 

cada PCR utilizando-se primers específicos anteriormente descritos (ANDRADE et 

al., 2011). Os resultados são referentes a três PCR para cada amostra.  

 

4.7 Análise dos dados 

O delineamento utilizado nos experimentos foi o inteiramente casualizado. 

Os animais, de mesmo peso e sexo, foram distribuídos de maneira aleatória. Foram 

mantidos em ambiente com condições ambientais controladas e uniformes, e 

submetidos aos mesmos procedimentos. 

Para comparar as médias entre os grupos estudados foi determinada a 

variação individual ou variação do erro (s2), através de análise de variância ANOVA 

two way (consideramos dois fatores: a dieta e o tratamento hormonal). Foi 

empregado o teste Bonferroni para a comparação das médias dos grupos 

estudados. Os resultados estão expressos como média mais ou menos o erro 

padrão da média e como critério para significância foi considerado p menor que 

0,05. As correlações foram calculadas através do teste de Pearson. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1. Efeito da ovariectomia e da dieta hiperlipídica no peso corporal e pressão 

arterial de fêmeas SHR. 

 

5.1.1 Evolução do Peso Corporal 

Os animais ovariectomizados, tanto os alimentados com dieta controle (DCO) 

quanto os alimentados com dieta hiperlipídica (DLO), apresentaram maior peso 

corporal quando comparados aos animais sham-operados alimentados com dieta 

controle (DCS) ou hiperlipídica (DLS) (Fig.1). As ratas ovariectomizadas alimentadas 

com dieta controle (DCO) apresentaram aumento de peso corporal a partir do 

segundo mês de dieta quando comparadas aos animais sham-operados alimentados 

com dieta controle (DCS), o que denota o efeito da redução dos níveis endógenos 

de estrógeno sobre o ganho de peso corporal. Já os animais ovariectomizados 

alimentados com dieta hiperlipídica (DLO) apresentaram aumento de peso corporal 

a partir do terceiro mês de dieta, quando comparados ao grupo controle (DCS), o 

que demonstra o efeito da ovariectomia associado ao efeito da dieta hiperlipídica 

(Fig.1).  

O efeito isolado da dieta hiperlipídica sobre o ganho de peso corporal foi 

observado no sexto mês de dieta, momento no qual o grupo sham-operado e 

alimentado com dieta hiperlipídica (DLS) apresentou peso corporal superior ao grupo 

controle (DCS) (Fig.1) 
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Figura 1. Peso corporal de SHR ovariectomizadas e alimentadas com dieta controle (DCO), 

ratas ovariectomizadas e alimentadas com dieta hiperlipídica (DLO), ratas sham-operadas e 

alimentadas com dieta hiperlipídica (DLS) e ratas sham-operadas e alimentadas com dieta 

controle (DCS) durante seis meses. *p<0,05 vs DCS; #p<0,05 vs demais grupos. 
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5.1.2 Evolução da Pressão Arterial 

  

           A medida indireta da pressão arterial, por meio do método de pletismografia 

de cauda, demonstrou que a ovariectomia elevou a pressão arterial sistólica de 

todos os grupos experimentais a partir do sexto mês de dieta, quando comparados 

ao grupo controle de ratas sham-operadas e alimentadas com dieta controle (DCS) 

(Fig. 2). Ressalta-se que no grupo ovariectomizado alimentado com dieta controle 

esse aumento foi observado a partir do segundo mês de dieta (Fig. 2). 

 

 

 

Figura 2. Pressão arterial sistólica de SHR ovariectomizadas e alimentadas com dieta 

controle (DCO), ratas ovariectomizadas e alimentadas com dieta hiperlipídica (DLO), ratas 

sham-operadas e alimentadas com dieta hiperlipídica (DLS) e ratas sham-operadas e 

alimentadas com dieta controle (DCS) durante seis meses. *p<0,05 vs DCS. 
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5.1.3 Consumo de ração e ingestão calórica 

 

As ratas alimentadas com dieta hiperlipídica, tanto ovariectomizadas (DLO) 

quanto as sham operadas (DLS), apresentaram um menor consumo de ração, 

quando comparadas aos animais que receberam dieta controle (Tabela A). No 

entanto, o consumo calórico das ratas SHR ovariectomizadas ou sham-operadas 

alimentadas com dieta hiperlipídica ou controle não apresentaram diferença 

estatística entre si, como pode ser observado na tabela A. 

 

Tabela A: 

Consumo de ração e ingestão calórica de ratas ovariectomizadas ou sham-operadas e 

alimentadas por 20 semanas com dieta controle ou dieta hiperlipídica. *p<0,05 vs dieta 

controle sham-operada. 

 

Variável Dieta controle 
sham-operada 
(DCS) 

Dieta controle 
ovariectomizada 
(DCO) 

Dieta 
hiperlipídica 
sham-operada 
(DLS) 

Dieta 
hiperlipídica 
ovariectomizada 
(DLO) 

consumo  
de ração  
(g/dia) 
 

17,2±1,2 16,3±0,5 10,8±0,7* 12,6±0,6* 

ingestão  
calórica 
(Mcal/K g-1) 
 

64,8±4,6 61,3±2,1 53,2±3,3 62,0±3,2 
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5.2. Efeito da Terapia de Reposição Hormonal 

 

5.2.1 Pressão Arterial durante o período de Reposição Hormonal 

 

A terapia de reposição hormonal com 17-beta estradiol reduziu a pressão 

arterial sistólica dos animais ovariectomizados e alimentados com dieta controle 

(DCO-E2). Essa redução começou a partir do décimo segundo dia permanecendo 

constante até o último dia da terapia (Fig.3). Em contrapartida, o tratamento com 

estradiol não foi capaz de reduzir a pressão arterial sistólica dos animais 

alimentados com dieta hiperlipídica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Pressão arterial sistólica de SHR ovariectomizadas e alimentadas com dieta 

hiperlipídica (DLO) ou controle (DCO) e tratadas com a terapia de reposição hormonal com 

estradiol (TRH-E2) ou veículo por 15 dias. *p<0,05 vs DCO. 
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5.2.2 Eficácia da ovariectomia e do tratamento com estradiol  

 

Os grupos ovariectomizados tratados com veículo (óleo de milho), 

independente do tipo de dieta oferecido, apresentaram níveis baixos de estradiol, o 

que mostra a eficácia do procedimento cirúrgico, a ovariectomia.  

A terapia de reposição hormonal com 17-beta estradiol, em ambos os grupos 

ovariectomizados, mostrou-se igualmente eficaz, uma vez que os níveis plasmáticos 

de estradiol dos animais tratados são similares aos níveis encontrados nos animais 

sham-operados, como pode ser observado na figura 4. 

 

 

 

 

Figura 4. Concentração plasmática de estradiol de SHR ovariectomizadas ou sham-

operadas e alimentadas com dieta hiperlipídica ou controle após tratamento das ratas 

ovariectomizadas com a terapia de reposição hormonal com estradiol (E2) ou veículo (veh) 

por 15 dias. * p<0,05 vs sham-operadas, **p<0,05 vs ovariectomizadas tratadas com veículo. 
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5.2.3 Peso corporal após a terapia de reposição hormonal 

 

Como citado anteriormente, o grupo que recebeu dieta controle apresentou 

aumento de peso corporal após a ovariectomia.  Após o tratamento com estradiol, 

observamos que esses animais alimentados com dieta controle apresentaram uma 

redução significativa do peso corporal não diferente estatisticamente dos animais 

sham-operados (Fig. 5). Já o grupo de animais ovariectomizados e alimentados com 

dieta hiperlipídica não apresentaram alteração do peso corporal após o tratamento 

com estradiol.  

 

 

 

Figura 5. Peso corporal de SHR ovariectomizadas ou sham-operadas alimentadas com dieta 

hiperlipídica ou controle por seis meses e tratadas com terapia de reposição hormonal com 

estradiol (E2) ou veículo (veh) por 15 dias. * p<0,05 vs sham-operadas, **p<0,05 vs 

ovariectomizadas tratadas com veículo. 
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5.2.4 Peso dos depósitos de tecidos adiposos  

A terapia de reposição estrogênica não alterou o peso do depósito de tecido 

adiposo mesentérico (Fig. 6). 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Peso do depósito de tecido adiposo mesentérico (TAM) de SHR ovariectomizadas 

ou sham-operadas alimentadas com dieta hiperlipídica ou controle por seis meses e tratadas 

com a terapia de reposição hormonal com estradiol (E2) ou veículo (veh) por 15 dias. 
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Os animais sham-operados que consumiram dieta hiperlipídica apresentaram 

aumento de peso do tecido adiposo parametrial quando comparados aos animais 

sham-operados e alimentados com dieta controle. A ovariectomia e a terapia de 

reposição hormonal com 17β- estradiol não alteraram o peso deste depósito (Fig. 7). 

 

 

 

 

 

 
Figura 7. Peso do depósito de tecido adiposo parametrial (TAP) de SHR ovariectomizadas 
ou sham-operadas alimentadas com dieta hiperlipídica ou controle por seis meses e tratadas 
com a terapia de reposição hormonal com estradiol (E2) ou veículo (veh) por 15 dias.  # 
p<0,05 vs sham-operadas e alimentadas com dieta controle. 
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Os animais sham-operados que consumiram dieta hiperlipídica também 

apresentaram aumento do peso do depósito de tecido adiposo retroperitoneal, 

similarmente ao ocorrido com o depósito de tecido adiposo parametrial. Nem a 

ovariectomia nem a terapia de reposição hormonal com 17β- estradiol alteraram o 

peso deste depósito (Fig. 8). 

 

 

 

 

 

Figura 8. Peso do depósito de tecido adiposo retroperitoneal (TAR) de SHR 

ovariectomizadas ou sham-operadas alimentadas com dieta hiperlipídica ou controle por 

seis meses e tratadas com a terapia de reposição hormonal com estradiol (E2) ou veículo 

(veh) por 15 dias.   # p<0,05 vs sham-operadas e alimentadas com dieta controle. 
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5.2.5 Peso Cardíaco 

 

 Em relação ao peso cardíaco, nenhuma diferença estatística foi encontrada 

entre os grupos experimentais (Fig. 9). 

 

 

 

 

Figura 9. Peso cardíaco de SHR ovariectomizadas ou sham-operadas alimentadas com 

dieta hiperlipídica ou controle por seis meses e tratadas com a terapia de reposição 

hormonal com estradiol (E2) ou veículo (veh) por 15 dias. 
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5.2.6 Liberação de leptina e sua expressão gênica em depósitos de tecido adiposo  

 

As SHR sham-operadas que consumiram dieta hiperlipídica apresentaram 

maior concentração plasmática de leptina quando comparadas com os animais 

sham-operados e alimentados com dieta controle. A ovariectomia aumentou a 

concentração plasmática de leptina somente nos animais que receberam dieta 

controle (Fig. 10). 

A terapia de reposição hormonal com 17-beta-estradiol reduziu a 

concentração plasmática de leptina nos animais ovariectomizados alimentados com 

dieta controle quando comparados aos animais que receberam veículo (Fig. 10). No 

entanto, no grupo que recebeu dieta hiperlipídica, a terapia de reposição hormonal 

com 17-beta-estradiol não alterou a concentração plasmática de leptina. É 

importante salientar que na análise estatística realizada, encontramos uma interação 

entre o fator dieta e o fator hormonal correspondente a 31% da variação total 

observada, enquanto que o fator hormonal isolado respondeu por 35% e o fator dieta 

por 16% da variação total. Isso mostra que a ausência de estradiol no grupo 

ovariectomizado, bem como a reposição do estradiol no grupo tratado foram os 

maiores responsáveis pela variação da leptina plasmática.  

 

 

Figura 10. Concentração plasmática de leptina de SHR ovariectomizadas ou sham-operadas 

alimentadas com dieta hiperlipídica ou controle por seis meses e tratadas com a terapia de 

reposição hormonal com estradiol (E2) ou veículo (veh) por 15 dias. * p<0,05 vs sham-

operadas, **p<0,05 vs ovariectomizadas tratadas com veículo, # p<0,05 vs sham-operadas e 

alimentadas com dieta controle. 
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A análise da expressão gênica de leptina, nos depósitos de tecidos adiposos, 

mostrou que no tecido adiposo mesentérico, as ratas ovariectomizadas alimentadas 

com dieta controle apresentaram aumento da expressão gênica de leptina e a 

terapia de reposição hormonal foi capaz de reduzir a expressão gênica de leptina 

somente neste grupo (Fig. 11). É importante considerar que a interação entre o fator 

dieta e o fator hormonal correspondeu a 47% da variação total observada, enquanto 

que o efeito isolado do fator hormonal foi responsável por 13% dessa variação. 

 Ressalta-se que a expressão de RNAm da leptina no grupo alimentado com 

dieta hiperlipídica não sofreu variação nem em decorrência da ovariectomia nem em 

decorrência do tratamento com 17β- estradiol. 

 

 

 

Figura 11. Expressão gênica de leptina em tecido adiposo mesentérico de SHR 

ovariectomizadas ou sham-operadas alimentadas com dieta hiperlipídica ou controle por 

seis meses e tratadas com a terapia de reposição hormonal com estradiol (E2) ou veículo 

(veh) por 15 dias.* p<0,05 vs sham-operadas, **p<0,05 vs ovariectomizadas tratadas com 

veículo. 
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A análise da expressão gênica de leptina no depósito parametrial mostrou que 

a terapia de reposição hormonal com 17β- estradiol somente apresentou efeito 

redutor sobre a expressão gênica de leptina nos animais alimentados com dieta 

controle, o que confirma mais uma vez a interferência da dieta na ação estrogênica 

(Fig. 12). 

O efeito da dieta correspondeu a 29% da variação total da expressão gênica e 

a interação entre o fator dieta e o fator hormonal correspondeu a 15%. Todavia, não 

houve contribuição significativa do fator hormonal isoladamente.  

 

 

 

 

 

Figura 12. Expressão gênica de leptina em tecido adiposo parametrial de SHR 

ovariectomizadas ou sham-operadas alimentadas com dieta hiperlipídica ou controle por 

seis meses e tratadas com a terapia de reposição hormonal com estradiol (E2) ou veículo 

(veh) por 15 dias. **p<0,05 vs ovariectomizadas tratadas com veículo. 
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A expressão gênica da leptina no tecido adiposo retroperitoneal não 

apresentou alteração em relação a nenhum grupo experimental (Fig.13).  

 

 

 

 

Figura 13. Expressão gênica de leptina em tecido adiposo retroperitoneal de SHR 

ovariectomizadas ou sham-operadas alimentadas com dieta hiperlipídica ou controle por 

seis meses e tratadas com a terapia de reposição hormonal com estradiol (E2) ou veículo 

(veh) por 15 dias. 
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5.2.7 Liberação e síntese atrial de ANP 

 

Ambos, ovariectomia e tratamento com estradiol, alteraram a concentração 

plasmática de ANP. A ovariectomia reduziu em 54% a concentração plasmática de 

ANP no grupo que recebeu dieta controle e em 33% no grupo que recebeu dieta rica 

em lipídios, quando comparados aos respectivos animais sham-operados (Fig. 14). 

Já o tratamento hormonal foi capaz de aumentar a concentração plasmática de ANP 

nos animais alimentados com dieta controle. Esse aumento igualou estatisticamente 

os níveis dos animais tratados aos animais sham-operados. No entanto, o 

tratamento com estradiol não alterou os níveis plasmáticos de ANP nas ratas 

ovariectomizadas e alimentadas com dieta hiperlipídica. 

 

 

 

 

Figura 14. Concentração plasmática de ANP de SHR ovariectomizadas ou sham-operadas 

alimentadas com dieta hiperlipídica ou controle por seis meses e tratadas com a terapia de 

reposição hormonal com estradiol (E2) ou veículo (veh) por 15 dias.* p<0,05 vs sham-

operadas, **p<0,05 vs ovariectomizadas tratadas com veículo. 
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              Em relação à síntese atrial de ANP, nossos resultados mostram que a 

ovariectomia reduziu a expressão gênica de ANP em átrio direito, 

independentemente do tipo de dieta oferecida. Em contrapartida, a terapia de 

reposição hormonal somente foi capaz de elevar a expressão gênica no grupo que 

recebeu dieta controle (Fig. 15). A análise de variância demonstra que o fator 

hormonal é o que mais contribuiu para a variação da expressão gênica de ANP (oito 

vezes mais que o fator dieta). É importante salientar que esse resultado é similar ao 

encontrado em relação a liberação de ANP. 

 

 

 

 

 

Figura 15. Expressão gênica de ANP no átrio direito de SHR ovariectomizadas ou sham-

operadas e alimentadas com dieta hiperlipídica ou controle por seis meses e tratadas com a 

terapia de reposição hormonal com estradiol (E2) ou veículo (veh) por 15 dias. * p<0,05 vs 

sham-operadas, **p<0,05 vs ovariectomizadas com veículo. 
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Também em átrio esquerdo, a terapia de reposição hormonal somente foi 

capaz de aumentar a expressão no grupo que recebeu dieta controle, todavia o 

grupo ovariectomizado que recebeu dieta controle também apresentou aumento da 

expressão gênica de ANP. O efeito do fator hormonal sobre a variação da expressão 

gênica correspondeu a 48% e 21% da variância observada pode ser explicada pela 

interação entre ambos os fatores, dieta e hormônio. A dieta isoladamente não 

explica a variação da expressão gênica (Fig. 16). 

 

 

 

 

 

Figura 16. Expressão de RNAm de ANP no átrio esquerdo de SHR ovariectomizadas ou 

sham-operadas alimentadas com dieta hiperlipídica ou controle por seis meses e tratadas 

com a terapia de reposição hormonal com estradiol (E2) ou veículo (veh) por 15 dias. * 

p<0,05 vs sham-operadas. 
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5.2.8 Correlação entre as concentrações plasmáticas de ANP, estradiol e leptina 

 

Nós encontramos correlações entre ANP, leptina e estradiol somente nos 

animais alimentados com dieta controle. Desse modo, nesse grupo foi observada 

correlação positiva entre as concentrações plasmáticas de ANP e estradiol. Da 

mesma forma, somente no grupo alimentado com dieta controle encontramos 

correlação inversa entre as concentrações plasmáticas de leptina e estradiol, bem 

como entre ANP plasmático e leptina plasmática. Os dados das correlações de 

Pearson encontram-se na tabela B. 

 

Tabela B: Correlações entre as concentrações plasmáticas de ANP, estradiol e leptina em 

SHR tratadas durante 15 dias com estradiol ou veículo e alimentadas durante 24 semanas 

com dieta controle ou dieta hiperlipídica, calculadas utilizando o coeficiente de Pearson (r). 

Considerados significativos os valores de p<0,05 (*).   

Variáveis Dieta controle Dieta  hiperlipídica 

ANP plasmático vs estradiol 
plasmático 

p= 0,0037* 
r= 0,8201 

p= 0,8897 (ns) 
r= 0,05897 

ANP plasmático vs leptina 
plasmática 

p= 0,0449* 
r= -0,6775 

p= 0,6124 (ns) 
r= -01965 

Leptina plasmática vs 
estradiol plasmático 

p= 0,0493* 
r= -0,6128 

p= 0,9285(ns) 
r= -0,03815 

   
ns = resultado não significativo 
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6. Discussão 

 

 Nossos resultados demonstraram que tanto a ovariectomia quanto a dieta 

hiperlipídica promoveram: 1) aumento de peso corporal, 2) aumento de pressão 

arterial sistólica e, 3) aumento da concentração plasmática de leptina em ratas 

espontaneamente hipertensas. Também foi possível observar que a ovariectomia foi 

capaz de reduzir os níveis plasmáticos de ANP e que a dieta hiperlipídica, 

isoladamente, não alterou os níveis deste hormônio. Ressalta-se que os animais 

alimentados com dieta hiperlipídica apresentaram redução do consumo de ração o 

que não promoveu diferença no consumo calórico entre os grupos alimentados com 

essa dieta quando comparados com os animais alimentados com dieta controle. 

 Também observamos que o tratamento com estradiol foi capaz de promover: 

1) aumento da síntese atrial e liberação de ANP, 2) diminuição da síntese e 

liberação de leptina, 3) redução da pressão arterial sistólica e, 4) redução do peso 

corporal em SHR ovariectomizadas. Observamos ainda que o aumento do ANP 

plasmático foi inversamente correlacionado com a liberação de leptina. Ressalta-se 

que essas alterações ocorreram somente nos animais alimentados com dieta 

controle. A dieta hiperlipídica parece ter bloqueado os efeitos do estradiol. 

Em relação à alteração de peso corporal e de tecido adiposo observada nos 

animais ovariectomizados, sabemos que o ganho de peso corpóreo induzido pela 

redução de níveis de estrógeno tem sido relatado em outros estudos, tanto em ratas 

e camundongas ovariectomizadas (RECKELHOFF & FORTEPIANI, 2004; 

JAZBUTYTE et al., 2008;  XU et al., 2008; PERCEGONI et al., 2009; PANTALEÃO 

et al., 2010; YEPURU et al., 2010; ANDRADE et al., 2011; STUBBINS et al., 2011; 

STUBBINS et al., 2012), quanto em SHR idosas (RECKELHOFF & FORTEPIANI, 

2004). Alguns dos mecanismos que podem estar envolvidos nesse ganho de peso 

corporal durante o período da pós-menopausa ou de deficiência de estrógeno são a 

redução do gasto energético e o acúmulo de tecido adiposo visceral (LOVEJOY et 

al., 2008). Esse último pode ocorrer por meio da redução da lipólise e do aumento 

da atividade da enzima lipase lipoprotéica do tecido adiposo, com aumento da 

adiposidade geral e redistribuição do tecido adiposo para região abdominal 

(FERRARA et al., 2002). 
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Essa alteração do peso corporal das SHR ovariectomizadas pode também 

estar associada com modulação neural induzida por estrógeno, uma vez que a 

produção hipotalâmica do neuropeptídeo Y e do hormônio concentrador de 

melanócito, ambos peptídeos orexígenos, está  aumentada na deficiência de 

estrógeno (AINSLIE, et al., 2001; SANTOLLO & ECKEL, 2008). Também pode estar 

associada com inibição dos peptídeos anorexígenos, tais como o hormônio 

estimulante de alfa-melanócito e o hormônio liberador de corticotropina (CHEN et al., 

2008).  

Em consonância com esse resultado, a terapia a de reposição estrogênica foi 

capaz de reduzir o peso corporal dos animais alimentados com dieta controle. 

Estudos recentes têm relatado redução de peso corporal após terapia de reposição 

hormonal (JAZBUTYTE et al. 2006; JAZBUTYTE et al. 2008, PANTALEÃO et al., 

2010). Esse efeito redutor da terapia estrogênica sobre o peso corporal pode ocorrer 

de forma direta alterando o metabolismo lipídico, bem como por ação indireta em 

regiões cerebrais, incluindo hipotálamo ventromedial e núcleo paraventricular, por 

meio de regulação da sinalização da saciedade (KRISTENSEN et al., 1999). 

Além desse papel já bem estabelecido do efeito do estradiol sobre a redução 

de peso, recentemente, estudos têm apontado para o papel crucial dos receptores 

de estrógeno na modulação de nutrientes e do gasto energético, por meio da 

regulação da expressão de neuropeptídeos hiperfágicos e anoréxicos no hipotálamo. 

Esses efeitos podem ocorrer através de ações genômicas do receptor nuclear para 

estrógeno, bem como via receptores de membrana. Além disso, acredita-se que os 

receptores para estrógeno do tipo alfa poderiam interferir com a sinalização da 

leptina e da insulina (GAO & HORVATH, 2008), o que também poderia influenciar o 

consumo alimentar e/ou peso corporal. 

É importante ressaltar que o grupo tratado e alimentado com dieta 

hiperlipídica não apresentou redução de peso corpóreo após terapia de reposição 

hormonal. A baixa concentração de ANP plasmático encontrada neste grupo pode 

também ser uma das justificativas para a não redução de peso corporal. Sabe-se 

que o sistema de peptídeos natriuréticos é capaz de desempenhar um papel 

lipolítico com possível interferência na patofisiologia da obesidade, por meio de sua 

interação com receptores específicos através da ativação da enzima guanilil ciclase 
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e consequente produção de GMPc (SEGENÈS et al., 2002). No entanto, esse efeito 

só foi observado em adipócitos de primatas (SEGENÈS et al., 2002) e adipócitos 

humanos (SEGENÈS et al., 2000; SEGENÈS et al.,  2002; SEGENÈS et al., 2003; 

MORO et al., 2004). Recentemente, foi descrito, por Yepuru et al. (2010) que o 

aumento de peso induzido por dieta rica em lipídios foi atenuado por ligantes 

seletivos para ER-β, sendo este, considerado um potencial alvo terapêutico no 

combate à obesidade. Associado a isso, Heshka & Jones (2001) já haviam relatado 

que uma dieta rica em lipídios poderia alterar os ácidos graxos componentes de 

membrana e, por sua vez, afetar a fluidez da mesma, o que levaria a um prejuízo 

estrutural e/ou funcional de qualquer complexo de receptores associados à 

membrana. Sendo assim, embasado nessas informações, poderíamos inferir que a 

dieta rica em lipídios afetou a ação do estradiol em seus receptores do tipo beta e, 

essa interferência pode ter sido a responsável pela não redução de peso corporal 

observada no grupo alimentado com dieta hiperlipídica. 

Nossos resultados também demonstraram que a dieta hiperlipídica induziu 

aumento de peso corporal no sexto mês e também aumento de peso dos depósitos 

do tecido adiposo parametrial e retroperitoneal nos animais sham-operados, 

evidenciando um efeito isolado da dieta hiperlipídica no ganho de peso. Estudos 

com ratos já demonstraram o efeito da dieta hiperlipídica sobre o aumento de peso 

corporal total (CARROL et al., 1996; BOUSTANY et al., 2004; CAO et al., 2011a; 

STUBBINS et al., 2012) ou aumento de tecido adiposo branco (FAM, et al., 2007). 

Umas das explicações para esse resultado pode ser a diferença no conteúdo de 

sebo bovino entres as dietas utilizadas em nosso protocolo experimental. Como 

descrito na metodologia, somente a dieta hiperlipídica possui sebo bovino em sua 

composição (10%). É sabido que esse componente fornece maior aporte de 

gorduras saturadas, que por sua vez, tem estreita relação com o surgimento de 

obesidade e/ou sobrepeso (BUETTNER et al., 2007) bem como de doenças 

cardiovasculares (JAKOBSEN et al., 2009). Nós observamos uma redução no 

consumo de ração, nos grupos alimentados com dieta hiperlipídica, que pode ter 

ocorrido também, devido ao fato de uma dieta rica em lipídios ocasionar saciedade 

e/ou devido à maior concentração plasmática de leptina apresentada por esses 

mesmos grupos. Essa redução de consumo, por sua vez, pode também explicar o 

maior impacto que a ovariectomia teve sobre o aumento de peso corpóreo, já a partir 



69 
 

do segundo mês, uma vez que o efeito da dieta sobre o peso corporal somente foi 

observado no sexto mês. Esse atraso pode ser devido também ao aumento do gasto 

energético em resposta ao consumo crônico de dieta hiperlipídica já observado em 

animais SHR (HOJNA et al., 2011). Segundo esse estudo esse fato poderia está 

associado com o surgimento de adipócitos do tipo marrom no tecido adiposo branco. 

Em relação a alterações na pressão arterial, observamos que a dieta 

hiperlipídica, de maneira isolada, foi capaz de elevar a pressão arterial sistólica no 

sexto mês de dieta. Outros estudos também já observaram aumento de pressão 

arterial sistólica decorrente de consumo de dieta rica em lipídios em ratos (CARROL 

et al., 1996; BOUSTANY et al., 2004; CAO et al., 2011a). Também observamos que 

ambos, a deficiência de estrógeno e a sua reposição alteraram a pressão arterial. 

Observamos que a ovariectomia elevou a pressão arterial a partir do segundo mês 

após o procedimento cirúrgico. Da mesma forma, outros trabalhos relataram 

elevação de pressão arterial em ratas ovariectomizadas (SONG et al., 2005; 

ANDRADE et al., 2011), bem como em mulheres no período pós-menopausal 

(STAESSEN et al., 1989; PORTALUPPI et al., 1997; CHAPPELL; WESTWOOD & 

YAMALEYEVA, 2008; XU et al., 2008). Assim, a redução dos níveis de estrógeno 

decorrente da menopausa parece aumentar o risco para o desenvolvimento de 

doenças cardiovasculares, o que torna as mulheres na pós-menopausa mais 

propensas a desenvolver hipertensão quando comparadas a mulheres na pré-

menopausa (LUOTO et al., 1995; MENDELSOHN & KARAS et al., 1999; DUBEY et 

al., 2002; SONG et al., 2005).   

É importante ressaltar que a pressão arterial sistólica dos animais 

ovariectomizados alimentados com dieta controle aumentou a partir do segundo mês 

de dieta, enquanto que o grupo ovariectomizado alimentado com dieta hiperlipídica 

apresentou elevação somente a partir do sexto mês. Este resultado pode ser 

explicado em parte devido à concentração plasmática de leptina ter sido mais 

elevada no grupo alimentado com dieta controle, uma vez que um estudo recente 

mostrou uma correlação positiva entre pressão arterial e concentração plasmática de 

leptina em mulheres hipertensas independente do grau de obesidade e do status 

menopausal (KHOKHAR; SIDHU & KAUR, 2010). 
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A elevação de pressão arterial observada em nosso estudo foi acompanhada 

por redução da concentração plasmática de ANP que parece ser resultante, pelo 

menos em parte, da redução em sua síntese, como ficou demonstrado pela redução 

da expressão de seu RNAm no átrio direito. Elevação de pressão arterial também foi 

encontrada em ratas ovariectomizadas em decorrência de diminuição da 

concentração plasmática de ANP no estudo de Xu et al. (2008). É importante 

ressaltar que nossos animais ovariectomizados apresentaram redução de fluxo 

urinário (dados não apresentados), o que provavelmente também contribuiu para 

essa elevação de pressão arterial. 

Nós também observamos redução da pressão arterial sistólica após o 

tratamento com 17-beta estradiol. Diminuição de pressão arterial induzida por 

estrógeno tem sido encontrada em diversos estudos com ratas (HOEG et al., 1977; 

HASSANGER 1987; DANTAS et al., 1999; SHARKEY et al., 1999; HERNANDEZ et 

al., 2000; SASAKI et al., 2000; BELO et al., 2004; XU et al., 2008), com SHR (HOEG 

et al., 1977; WILLIANS et al., 1988) e com mulheres na pós-menopausa e/ou 

histerectomizadas (MEERSMAN et al., 1998; CAGNACCI et al., 1999; SEELY et al., 

1999; WEST et al., 2001;  KARJALAINEN et al., 2004). Em nosso estudo a redução 

de pressão arterial observada após a terapia de reposição hormonal foi 

acompanhada e altamente correlacionada com o aumento da concentração 

plasmática de ANP, o que sugere que o ANP pode ser um dos mediadores desse 

efeito. Aumento de concentração plasmática de ANP após terapia com 17-beta-

estradiol também já foi descrito em ratas (BELO et al., 2004; XU et al., 2008).  

O efeito do estradiol sobre a função cardiovascular, sobretudo na redução da 

pressão arterial, pode ocorrer de diversas formas dentre as quais se destacam: ação 

direta nos vasos sanguíneos (ZHANG et al., 1994; COLLINS, 1996), inibição do fluxo 

simpático, aumento da sensibilidade barorreflexa e tônus eferente simpático (HE et 

al, 1998; SALEH & CONNEL, 1999; SALEH et al., 2000), elevação da produção de 

óxido nítrico (MUGGE et al., 1993; BROSNIHAN et al., 1994; HUANG et al., 1997) 

bem como redução dos níveis de endotelina (JIANG et al., 1992).  

É importante ressaltar que somente nos animais alimentados com dieta 

controle e não nos animais alimentados com dieta hiperlipídica, o tratamento com 

17-beta-estradiol induziu redução de pressão arterial sistólica associada com 
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elevação nos níveis plasmáticos de ANP. Interferência de dieta sobre o efeito do 

ANP na pressão arterial já foi encontrada no estudo de Dessì-Fulgheri; Sarzani; 

Rappelli (1998), no qual somente no grupo com restrição calórica, a infusão de ANP 

promoveu diurese e natriurese e consequentemente redução da pressão arterial.  

 O efeito do ANP sobre a pressão arterial pode ser explicado por algumas 

ações já bem estabelecidas, dentre as quais destacamos: ação natriurética e 

diurética que culminam com redução de volume sanguíneo; ação vasodilatadora, por 

meio da inibição da produção de peptídeos vasoconstritores; bem como inibição do 

fluxo simpático e da atividade do sistema renina-angiotensina-aldosterona que, 

juntos levam a uma consequente redução da pressão (BRENNER et al., 1990). Além 

desses efeitos já bem estabelecidos, o ANP pode ter exercido seu efeito hipotensor 

através da ativação da enzima óxido nítrico sintetase (NOS) (COSTA et al., 2000, 

2004) ou, interagindo com o NPr-A e/ou NPr-B em ventrículo, rim e artéria e, até 

mesmo via NPr-C, a princípio descrito somente como um receptor de clearance, mas 

que pode mediar esta ativação da NOS pelo ANP, em átrio cardíaco (COSTA et al., 

2000; ELESGARAY et al., 2008). 

 Em nosso estudo, a ovariectomia reduziu a expressão gênica de ANP no átrio 

direito e a terapia de reposição hormonal elevou sua expressão nos átrios direito e 

esquerdo, nos grupos que receberam dieta controle. Como a concentração 

plasmática de ANP depende de sua taxa de síntese e/ou liberação, esse resultado 

pode justificar em parte, a redução do ANP plasmático observado nos grupos 

ovariectomizados, bem como o aumento de sua concentração nos grupos tratados 

com estradiol. São escassos os dados na literatura que abordam a relação entre 

estrógeno e ANP. Até o momento já foi descrito redução de expressão gênica de 

ANP em ambos os átrios de ratas ovariectomizadas (BELO; SAIRAM & REIS, 2008) 

influência dos hormônios esteróides sobre o sistema e peptídeos natriuréticos em 

humanos (DeBOLD et al., 1999; MAFFEI et al., 2001) e, mais especificamente, já foi 

encontrado efeito estimulatório de estrógenos sobre a secreção de ANP (DENG et 

al., 1993), sua concentração plasmática (ZHANG; NOVAK & KAUFMAN, 1995) e sua 

expressão gênica atrial (HONG et al, 1992; JANKOWSKI et al, 2001; BELO et al., 

2004). Esses dados evidenciam a atuação do estrógeno no sistema de peptídeos 

natriuréticos cardíacos por meio do estímulo à liberação e produção atrial de ANP.  
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 Nossos animais ovariectomizados e alimentados com dieta controle 

apresentaram aumento da concentração plasmática de leptina, o que pode ter sido 

secundário ao ganho de peso corporal observado neste grupo. Aumento da 

concentração de leptina plasmática também foi encontrado em ratas 

ovariectomizadas (NG; YONG & CHAKRABORTY, 2010; PANTALEÃO et al., 2010; 

STUBBINS et al., 2011) e em mulheres na pós-menopausa (AHIMA & FLIER, 

2000a). Contudo, é importante salientar que, embora o grupo ovariectomizado 

alimentado com dieta controle tenha apresentado este aumento de concentração 

plasmática de leptina, esse grupo não apresentou redução no consumo de ração, 

quando comparado aos demais grupos. Essa aparente resistência à ação da leptina 

tem sido relacionada ao desenvolvimento de obesidade (WANG et al., 2005). Isso 

também pode ser justificado pelos baixos níveis de estrógeno no grupo 

ovariectomizado, uma vez que existem evidências que demonstram que a ação da 

leptina é dependente da presença dos estrógenos. No estudo de Pantaleão et al. 

(2010), dos animais com hiperleptinemia, somente os animais tratados com 

estrógeno apresentaram diminuição da ingestão alimentar, o que reforça a hipótese 

de que o estradiol é requerido para o efeito completo da leptina tanto no controle do 

consumo alimentar quanto no gasto energético (SANCHEZ- MATEOS et al., 2007). 

Essa questão pode ser reforçada devido ao fato de que os receptores para ambos 

os hormônios estão co-localizados em três regiões hipotalâmicas: área pré-óptica, 

núcleo arqueado e núcleo ventro-medial, ressaltando-se que essa última está 

claramente envolvida na regulação da saciedade (DIANO et al., 1998).  

 Também em nosso estudo, o grupo sham-operado que consumiu dieta 

hiperlipídica apresentou maior concentração plasmática de leptina, quando 

comparado ao grupo sham-operado alimentado com dieta controle. Elevação da 

leptina plasmática decorrente do consumo de dieta hiperlipídica já foi observada em 

ratas Wistar (KINIGHT et al. 2008; PRIEGO et al., 2009; YEPURU et al., 2010) e em 

SHR (KINIGHT et al., 2008). É relevante ressaltar que esse mesmo grupo sham-

operado alimentado com dieta hiperlipídica apresentou aumento dos depósitos de 

tecido adiposo parametrial e retroperitoneal, o que pode, ao menos em parte, 

explicar o aumento de leptina plasmática no mesmo, uma vez que sua produção é 

proporcional à massa de tecido adiposo. 
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 A elevação da concentração de estradiol, após a terapia de reposição, foi 

capaz de reduzir os níveis plasmáticos de leptina e também a sua expressão gênica 

nos depósitos de tecido adiposo mesentérico e parametrial, nos grupos alimentados 

com dieta controle. Esses resultados evidenciam, novamente, a influência dos 

hormônios esteróides e da dieta hiperlipídica sobre a concentração plasmática de 

leptina, bem como de sua expressão gênica. 

 No entanto, existem controvérsias em relação ao efeito do estradiol sobre a 

liberação da leptina (AUGOULEA et al., 2005). Alguns estudos apontam para uma 

relação direta do estradiol aumentando a liberação da leptina. De fato, os níveis de 

leptina são maiores em mulheres quando comparados aos homens, mesmo após 

correção por diferenças no conteúdo de tecido adiposo ou índice de massa corporal 

(ROSENBAUM et al., 1996). Alguns estudos também já relataram correlação dos 

níveis de leptina com as fases dos ciclos menstruais em mulheres (HARDIE et al., 

1997). Estudos in vitro demonstraram aumento de secreção de leptina em tecido 

adiposo subcutâneo e parametrial de ratas fêmeas após administração de 17β- 

estradiol e aumento da expressão de RNAm do gene ob, gene produtor da leptina 

(MACHINAL et al., 1999). Também já foi demonstrada ação estimulatória do 

estradiol sobre a expressão de leptina em células trofoblásticas humanas 

(GAMBINO et al., 2010). Todavia, outros estudos mostram resultados contrários a 

estes, como os nossos dados que demonstram uma marcante correlação inversa 

entre as concentrações plasmáticas de estradiol e leptina que ficou evidenciada por 

meio do aumento de sua concentração em decorrência da ovariectomia e redução 

dos seus níveis plasmáticos após a terapia estrogênica. De acordo com esse 

resultado, outros trabalhos recentes também demonstraram que a ovariectomia foi 

capaz de causar hiperleptinemia em roedores (MATYSKOVÁ et al., 2010; NG, 

YONG & CHAKRABORTY, 2010; PANTALEÃO et al., 2010; STUBBINS et al., 2011) 

e em mulheres na pós-menopausa (AHIMA & FLIER, 2000a). Também foi 

demonstrado o papel inibitório do estradiol sobre a concentração plasmática de 

leptina em ratas Wistar (WEIGT et al., 2011) e, em mulheres no período pós- 

menopausal que receberam 17β- estradiol  (Di Carlo et al., 2007). Percebe-se, 

portanto, que ainda são necessários mais estudos para elucidar a influência do 

estradiol sobre a liberação e síntese de leptina. 
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         Em nosso estudo, observamos que o aumento do ANP plasmático foi 

inversamente correlacionado com a liberação de leptina. Há poucos dados na 

literatura que demonstrem correlação entre esses dois hormônios. Até o momento já 

foi demostrado que o ANP foi capaz de inibir a liberação de leptina em adipócitos 

humanos (FAIN et al., 2003; MORO et al. 2007). Recentemente foi descrito que a 

administração de leptina também foi capaz de reduzir a concentração plasmática do 

ANP bem como a expressão de RNAm de ANP em átrios indiretamente via óxido 

nítrico (YUAN et al., 2010). Entretanto, um estudo de Mascareno et al. (2009) 

demonstrou que a leptina possui um papel estimulatório sobre a modulação da 

atividade transcricional do promotor do gene ANP por meio da ativação de um dos 

membros do fatores nuclear ativados por célula T, o NFATc4, pertencente à família 

de fatores transcricionais nos cardiomiócitos. O que demonstra que a relação entre 

esses dois hormônios também não está esclarecida. 

 Por fim, ressalta-se que as alterações no peso corporal e na pressão 

arterial, induzidas pelo tratamento com estradiol, ocorreram somente nos animais 

alimentados com dieta controle. Recentemente, Cao et al. (2011b) relataram que o 

consumo de dieta rica em lipídios é o maior fator de risco para o desenvolvimento de 

disfunções cardiovascular e/ou metabólicas, incluindo obesidade e hipertensão. 

Como citado anteriormente, Heshka & Jones (2001) também observaram que uma 

dieta rica em gordura pode ser capaz de alterar os ácidos graxos componentes de 

membrana, mais precisamente a razão entre gorduras saturadas e insaturadas, 

alterando assim a fluidez da membrana, o que possivelmente poderia levar a um 

prejuízo estrutural e funcional de qualquer complexo de receptores associados à 

membrana. Nessa perspectiva, tendo em vista que em nosso estudo a dieta 

hiperlipídica parece ter bloqueado os efeitos produzidos pelo estradiol, uma possível 

hipótese explicativa seria o a alteração da interação do estrógeno com seus 

receptores de membrana.  

Outra possibilidade seria o acúmulo de gordura nos vasos sanguíneos 

ocasionado pela dieta rica em lipídios. Esse acúmulo de gordura, por sua vez, 

favoreceria o desenvolvimento de aterosclerose e disfunção endotelial, o que 

poderia afetar a disposição vascular dos receptores de estrógeno, ou mesmo 

funcionar como barreira mecânica, prejudicando a ação do estradiol com seus 

receptores específicos. Estudos experimentais já demonstraram alterações 
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endoteliais e vasculares em animais alimentados com dieta hiperlipídica. Disfunção 

endotelial em animais SRH machos já foi observada a partir da terceira semana de 

consumo de dieta hiperlipídica no estudo de Knight et al. (2008), bem como, um 

recente estudo de Cao et al. (2011a) descreveu aumento dos níveis de lipoproteínas 

de baixa densidade em SHR alimentadas com dieta hiperlipídica. Javeshghani  et al. 

(2009) também relataram a ocorrência de  dano vascular via estresse oxidativo, 

potencializado por quatro meses de consumo de dieta rica em lipídios durante 

estados de deficiência de estrógeno.  

Uma nova hipótese é atualmente utilizada para explicar as diferenças nos 

efeitos da terapia de reposição hormonal entre as mulheres que iniciam a reposição 

mais tardiamente e as que a iniciam logo após a menopausa. De acordo com a 

mesma, a terapia hormonal pode apresentar efeitos benéficos se iniciada mais 

precocemente. Todavia, em mulheres com vários anos de menopausa estabelecida, 

ou seja, que apresentam longo período de hipoestrogenicidade, provavelmente 

existiria presença de aterosclerose avançada e isso seria prejudicial à ação do 

estradiol (BARRET-CONNOR, 2007; MANSON & BASSUK, 2007). Além dessa 

hipótese, foi demonstrado que o estradiol pode apresentar efeitos múltiplos e 

opostos, a depender da presença ou ausência de doença aterosclerótica prévia. 

Assim, a capacidade do estradiol de retardar os estágios iniciais de aterosclerose, 

por meio de efeitos benéficos na função endotelial e perfil lipídico, fica impactada na 

presença de lesões avançadas. Neste caso, o efeito do estradiol se torna inverso, a 

ponto de favorecer eventos coronários agudos através de mecanismos pró-

coagulantes e inflamatórios (ROSSOUW, et al., 2007; MANSON & BASSUK, 2007). 

 Embasando-se nessas informações, a dieta hiperlipídica utilizada em nosso 

estudo pode ter sido responsável por gerar lesões nos vasos sanguíneos que, por 

sua vez, podem ter contribuído para prejudicar a ação do estradiol no grupo 

alimentado com a dieta rica em lipídios. Além dessa possibilidade, outro estudo 

recente demonstrou que a ovariectomia em ratas alimentadas com dieta rica em 

lipídios parece afetar a expressão de RNAm para ER-α em tecido adiposo 

(GORRES et al., 2011), o que poderia também justificar alguma diferença no efeito 

do estradiol sobre a redução de peso e pressão arterial observada entre as ratas 

alimentadas com dieta hiperlipídica, quando comparadas as ratas alimentadas com 

dieta controle.  
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Até onde vai nosso conhecimento, esse é o primeiro estudo que demonstra 

relação entre estrógeno, ANP e leptina, sendo o estradiol capaz de aumentar a 

síntese e a liberação de ANP e diminuir a síntese e a liberação de leptina. A 

utilização de SHR com obesidade induzida por dieta configura-se em uma 

importante contribuição para explicar de que forma leptina, estradiol e ANP podem 

interagir entre si e consequentemente influenciar o desenvolvimento da obesidade 

associada à hipertensão em um quadro de ausência de estradiol, bem como 

demonstra o grande impacto da dieta hiperlipídica sobre as ações do estradiol no 

sistema cardiovascular e endócrino.  

 Em suma, a partir de nossos dados podemos inferir que o ANP é um dos 

mecanismos pelo qual o estradiol reduz a pressão arterial em SHR, e este, por sua 

vez, mostra-se capaz de modular o conteúdo plasmático de leptina em animais 

alimentados com dieta controle. O impacto que a dieta hiperlipídica apresentou 

sobre a eficácia da terapia hormonal ratifica o potencial fator de risco que esse tipo 

de dieta representa para o desenvolvimento de disfunções, incluindo obesidade e 

hipertensão.  
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7. Conclusão 

 

 Nossos resultados evidenciaram que tanto a redução dos níveis endógenos 

de estrógeno, devido à ovariectomia, quanto à dieta hiperlipídica foram capazes de 

promover aumento do peso corporal, da pressão arterial sistólica e da concentração 

plasmática de leptina em ratas espontaneamente hipertensas. Também foi possível 

observar que a ovariectomia foi capaz de reduzir os níveis plasmáticos de ANP e 

que a dieta hiperlipídica, isoladamente, não alterou os níveis desse hormônio. 

 O tratamento com estradiol esteve associado com um aumento da síntese 

atrial e liberação de ANP e com uma diminuição da síntese e liberação de leptina em 

SHR ovariectomizadas. Além disso, o aumento do ANP plasmático foi inversamente 

correlacionado com a liberação de leptina. Essas alterações hormonais podem estar 

envolvidas na redução da pressão arterial sistólica e do peso corporal, apresentados 

pelos animais alimentados com dieta controle após o tratamento hormonal. No 

entanto, a dieta hiperlipídica bloqueou os efeitos produzidos pelo estradiol 

demonstrando seu efeito deletério sobre o sistema cardiovascular e endócrino. 
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