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 เอสโทรเจน (E2)ลดการกินอาหารโดยกลไกการกระตุน้ตวัรับเอสโทรเจน (ER) ที#อยูภ่ายในสมอง 
กลุ่มวิจยัของเราไดเ้สนอผลงานวิจยัที#แสดงใหเ้ห็นวา่การกระตุน้ ERα ที#สมองส่วนทา้ยโดยการฝัง E2

ขนาดนอ้ยสามารถทาํใหก้ารกินอาหารลดลงไดใ้นหนูเพศเมียที#ถกูตดัรังไข่ได ้ เพื#อที#จะทดสอบสมมติฐาน
วา่ “สมองส่วนทา้ยมีความจาํเป็นต่อการออกฤทธิK ของ E2ต่อการกินอาหารในหนูเพศเมีย” ผูวิ้จยัวางแผน
การทดลองโดยจะทาํการฉีดสารเขา้สู่สมองส่วนทา้ยโดยตรงดว้ยวิธีการสอดท่อผา่นช่องของสมองลาํดบัที# 
4 (4th icv)  
 ในลาํดบัแรกผูวิ้จยัไดท้าํการทดลองเพื#อแสดงใหเ้ห็นถึงฤทธิK ของ E2ต่อการกินอาหารในหนูเพศ
เมีย ดงันีR  หนูเพศเมียพนัธ์ุวิสตา้ที#มีรังไข่สมบูรณ์มีรูปแบบการกินอาหารที#ลดลงจาํเพาะกบัระยะวงรอบ
การพฒันาของรังไข่ สาํหรับในหนูที#ไดรั้บการตดัรังไข่ (OVX) พบวา่การเสริมเอสทราไดออล เบนโซเอต 
(EB) แบบเป็นวงจรทาํใหก้ารกินอาหารลดลงอยา่งมีนยัสาํคญั ผลการทดลองในขัRนแรกนีRแสดงใหเ้ห็นวา่ 
การให ้ E2ในหนู OVX ภายใตส้ภาวะการจดัการของเราสามารถเลียนแบบรูปแบบการกินอาหารที#พบใน
หนูเพศเมียที#มีรังไข่สมบูรณ์ไดด้งัเช่นที#เคยพบมา กลุ่มวิจยัของเราทาํการศึกษาในลาํดบัต่อมาพบวา่การให้
สารตา้น ER (ICI) ในขนาด 4 และ 8 นาโนโมล่า (nM) สามารถลดฤทธิK ของ EB ต่อการกินอาหารได ้โดย
พบวา่การให ้ EB ทาํใหก้ารกินอาหารลดลงอยา่งมีนยัสาํคญัในหนูกลุ่มที#ไดรั้บสารควบคุมผา่น 4th icv 
(1%DMSO) แต่สาํหรับหนูกลุ่มที#ไดรั้บสาร ICI ขนาด 4 และ 8 nM ผา่น 4th icv ฤทธิK ของ EB ต่อการกิน
อาหารลดลงจะนอ้ยลง ผลการทดลองที#ไดนี้Rสนบัสนุนผลการทดลองก่อนหนา้ที#พบวา่การให ้ ICI เขา้สู่
ช่องของสมองทาํใหฤ้ทธิK ของ EB ต่อการกินอาหารลดลง และที#สาํคญักลุ่มวิจยัไดร้ายงานผลการทดลองวา่
การใหส้าร ICI ดว้ยวิธีดงักล่าวไม่มีผลกระทบต่อการกินอาหารตลอดระยะเวลา 12 วนัของการใหส้าร 
รวมถึงไม่มีผลต่อจาํนวน ERα ที#นบัไดจ้ากนิวเคลียสของสมองส่วนไฮโปทาลามสั จากผลการทดลอง
ทัRงหมด กลุ่มผูวิ้จยัสรุปวา่ ในหนูเพศเมียการใหส้าร ICI ผา่น 4th icv สามารถลดฤทธิK ของเอสโทรเจนที#ให้
โดยการฉีดต่อการกินอาหารไดแ้ละนาํไปสู่การสรุปวา่สมองส่วนทา้ยเป็นบริเวณที#มีความจาํเป็นต่อการ
ออกฤทธิK ของ E2 ต่อการกินอาหารในหนูเพศเมีย 
 

คําหลกั: ไอซีไอ อบีี หนูเพศเมีย การกนิอาหาร  
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Estrogen (E2) inhibits food intake by activating estrogen receptor (ER) within the brain. We 

showed previously that activated hindbrain ERα, by E2 implantation, is sufficient to inhibit eating in 

ovariectomized (OVX) rats. To investigate that hindbrain ERα is required for estrogenic control of 

eating, hindbrain infusion of ICI directly to the 4
th

 intracerebroventricular (4th icv) was performed in 

the current experiment.  

We first demonstrated the effect of E2 on food intake in our condition. Female intact Wistar 

rat showed clear typical decreased pattern of eating across the ovarian cycle. Cyclic estradiol benzoate 

(EB) treatment in OVX rats decreased food intake significantly. The results revealed that in our 

condition exogenous E2 mimic eating pattern in female intact rat as reported previously. We 

demonstrated next that the 4
th

 icv infusion of ER antagonist, ICI, at 4nM and 8nM could attenuate the 

effect of EB on food intake. There was significant lower daily food intake from EB than from oil 

treatment in 1% DMSO 4
th

 icv group. However, the effect of EB on food intake was compromised 

from both 4nM and 8nM ICI 4
th

 icv groups. These results support previous report that central infusion 

of ICI could attenuate estradiol’s anorexigenic effect. Importantly, we demonstrated that across 12 days 

of ICI 4
th

 icv ICI hindbrain infusion had no effect on FI. Further, there was no difference in the number 

of ERα immunopositive neurons from the selected hypothalamic nuclei. Taken together, we conclude 

that the 4
th

 icv with ICI attenuated the exogenous estrogenic effect on food intake in female rat and that 

hindbrain appear to be the site required for estrogenic effect of food intake.   

 

Key words: ICI, EB, female rat, food intake  
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EXECUTIVE SUMMARY 

 

1. ความสําคัญและที1มาของปัญหา 
พฤติกรรมการกินอาหาร (eating or feeding behavior) ถือเป็นพฤติกรรมพืRนฐานที#จาํเป็นสาํหรับ

การดาํรงชีวติของสิ#งมีชีวติทุกชนิด พฤติกรรมนีR มีบทบาทในการรักษาสมดุลของพลงังานและการ
ไดรั้บสารอาหารที#จาํเป็นสาํหรับขบวนการทางชีววถีิต่าง ๆ ความสาํคญัของการศึกษาพฤติกรรม
ดงักล่าวไดรั้บความสนใจอยา่งมากเนื#องจากในปัจจุบนัพบวา่ อุบติัการณ์ของภาวะอว้น (obesity) 
เพิ#มขึRนอยา่งชดัเจน (BRFSS., 2010) ภาวะอว้นถือเป็นภาวะสมดุลของพลงังานเกินที#มีสาเหตุส่วน
หนึ#งเกิดขึRนจากพฤติกรรมการกินอาหารที#ตอบสนองต่อรูปแบบของสังคมในปัจจุบนัที#ต่างจากใน
อดีตอยา่งมาก และภาวะอว้นนีR ส่งผลถึงโรคต่างๆ ที#จะเกิดตามมามากมาย เช่น โรคทางเมแทบอลิ
ซึม โรคของหลอดเลือดและหวัใจ และโรคเบาหวาน ฯลฯ (Desprées et al., 2008; Flegal et al., 
2005; Moller and Kaufman., 2005) พฤติกรรมการกินอาหารที#เบี#ยงเบนยงัส่งผลต่อภาวะสมดุลของ
พลงังานขาด และเกี#ยวขอ้งกบัโรคทางจิต (psychological diseases) ดา้นพฤติกรรมการกิน เช่น 
anorexia nervosa bulimia nervosa และ binge eating disorder (Geary., 2001; Klein and Walsh., 
2004) ขอ้เทจ็จริงประการหนึ#งสาํหรับปัญหาที#เกิดจากพฤติกรรมการกินที#กล่าวมาขา้งตน้ คือ เพศ
หญิงพบอุบติัการของโรคทางจิตที#เกี#ยวกบัการกินอาหารมากกวา่เพศชาย และเพศหญิงเป็นเพศที#
พบภาวะอว้นแบบรุนแรง (morbid type obesity) มากกวา่เพศชาย ขอ้มูลดงักล่าวขา้งตน้ชีR ใหเ้ห็นถึง 
ความต่างของเพศ (gender differences) ที#มีผลต่อพฤติกรรมการกิน และโดยเฉพาะอยา่งยิ#งปัญหาที#
เกี#ยวกบัพฤติกรรมการกินที#เกิดมากในเพศหญิง (Geary., 2001; Woods et al., 2003)  การศึกษา
เกี#ยวกบัพฤติกรรมการกินในเพศหญิงหรือในสัตวเ์พศเมียจึงมีความสาํคญัอยา่งยิ#ง ความเขา้ใจใน
ขบวนการการแสดงพฤติกรรมนีRในแง่มุมต่างๆ จะทาํใหเ้ราเขา้ใจถึงความเป็นไปของการเกิดความ
ผดิปกติต่างๆ ได ้

พฤติกรรมการกินในสัตวเ์พศเมียนัRนมีลกัษณะจาํเพาะที#แตกต่างไปจากในสัตวเ์พศผู ้ คือ ปริมาณ
การกินอาหารต่อวนัจะมีความสัมพนัธ์กบัวงรอบการเป็นสัด โดยการกินอาหารต่อวนัจะลดลง
ในช่วงระหวา่งการตกไข่ (periovulatory phase) พฤติกรรมที#แสดงออกนีR เป็นผลจากระดบัของ E2 ที#
มีอยูสู่งในช่วงเวลาดงักล่าว (Asarian and Geary, 2006; Butera, 2010) ปรากฏการณ์นีRไดถู้กศึกษา
อยา่งมากในหนูเพศเมียซึ# งมีวงรอบการเป็นสัด 4 ถึง 5 วนั ในหนูนัRนจะพบการกินอาหารลดลงใน
วนัที#หนูเป็นสัด (estrus day) ซึ# งเป็นวนัถดัจากที#มีระดบั E2 สูงในกระแสเลือด คือ วนัก่อนการเป็น
สัด (proestrus day) การกินอาหารที#ลดลงนีR เป็นผลเนื#องจาก การลดลงของขนาดมืRออาหาร (meal 
size) โดยพบวา่มีการชดเชยของความถี#ของมืRออาหาร (meal frequency) อยูร่ะดบัหนึ#ง การกิน
อาหารต่อวนัจะกลบัคืนสู่ระดบัปกติเมื#อหนูเขา้สู่ระยะ ไดเอสตรัส  (diestrus) สอดคลอ้งกบัการ
ลดลงของระดบั E2 ในกระแสเลือด (Asarian and Geary, 2002) ผลของ E2 ต่อการลดระดบัการกิน
อาหารในหนูเพศเมียนีRยงัไดรั้บการยนืยนัจากการศึกษาในหนูที#ถูกตดัรังไข่ทิRง (ovaliectomized rat) 
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ซึ# งจะมีระดบั E2 อยูต่ ํ#ามาก ทาํใหห้นูดงักล่าวเพิ#มระดบัการกินอาหารต่อวนัสูงขึRนจนทาํใหมี้นํRาหนกั
ที#มากกวา่หนูปกติ และการใหฮ้อร์โมน E2 ทดแทนสามารถที#จะลดระดบัการกินอาหารและคง
นํRาหนกัไวใ้นหนูที#ถูกตดัรังไข่ทิRงได ้ (Asarian and Geary, 2002) การศึกษาหลายชิRนยงับ่งชีRวา่ E2 
นัRนมีผลต่อพฤติกรรมการกินโดยการออกฤทธิK ที#สมอง (Asarian and Geary, 2006; Rivera and 
Eckel, 2010) งานวิจยัในอดีตที#ใชว้ธีิการให ้E2 ในระดบัตํ#าไปที#สมองส่วนต่างโดยตรง พบวา่ สมอง
ส่วนไฮโปทาลามสัหลายจุดน่าจะเป็นตาํแหน่งที# E2 ออกฤทธิK  (Palmer and Gray, 1986; Butera and 
Beikirch, 1989; Dagnault and Richard, 1997) อยา่งไรก็ตามการศึกษาหลายชิRนก็ใหผ้ลการวจิยัที#
แยง้กนักบังานวจิยัในกลุ่มที#กล่าววา่สมองส่วนไฮโปทาลามสัเป็นจุดออกฤทธิK ของ  E2 (Hrupka et 
al., 2002; Gao et al., 2007; Musatov et al., 2006) และในอีกดา้นหนึ#งยงัพบวา่ฤทธิK ของ E2 ต่อ
พฤติกรรมการกินอาหารเป็นฤทธิK ที#เกิดขึRนจากการที# E2 ใหผ้ลควบคุมฮอร์โมน ซีซีเค (CCK) ซึ# งเป็น
ฮอร์โมนที#หลั#งจากทางเดินอาหาร โดยปกติแลว้ CCK จะใหผ้ลลดการกินอาหารและ E2 จะมีผลทาํ
ใหฤ้ทธิK ของ CCK เพิ#มสูงขึRน การควบคุมพฤติกรรมการกินอาหารของ E2 ผา่น CCK นีR เป็นการ
ควบคุมที#เกิดขึRนที#สมองเป็นหลกั (Eckel and Geary, 2001; Eckel et al., 2002; Asarian and Geary, 
2007) โดยที#ฮอร์โมน CCK ออกฤทธิK ต่อพฤติกรรมการกินที#สมองส่วนเมดลัลา (medulla) เป็นหลกั 
ทาํใหมี้การตัRงสมมุติฐานวา่ สมองบริเวณเมดลัล่านีR น่าจะเป็นสมองอีกส่วนหนึ#งที#เป็นจุดออกฤทธิK
ของ E2 งานวจิยัของกระผมไดชี้R ใหเ้ห็นวา่ สมองส่วน นิวเคลียส แทรกทสั โซลิทราเรียส (nucleus 
tractus solitarius, NTS) ซึ# งตัRงอยูที่#สมองส่วนเมดลัลาเป็นจุดสาํคญัที#เซลลส์มองมีตวัรับของเอสโตร
เจน (estrogen receptor, ER) และมีความสามารถเพียงพอในการทาํให ้ E2 ออกฤทธิK ต่อพฤติกรรม
การกินอาหารที#สัมพนัธ์กบัฮอร์โมน CCK (Thammacharoen et al., 2008) 

จากผลการทดลองของกระผมที#แสดงใหเ้ห็นวา่ฤทธิK ของ E2 ต่อการกินอาหารนัRนส่วนหนึ#งมี
กลไกการออกฤทธิK ผา่นตวัรับฮอร์โมนเอสโตรเจนที#ปรากฏอยูที่#สมองส่วนทา้ย  ทาํใหมี้ความเขา้ใจ
เดิมที#เชื#อวา่ E2 จะออกฤทธิK ต่อพฤติกรรมการกินโดยผา่นบริเวณสมองส่วน ไฮโปรทาลามสั 
(hypothalamus) เป็นสาํคญั จาํเป็นตอ้งไดรั้บการทบทวน โดยกระผมเชื#อวา่การออกฤทธิK ของ E2 นัRน
เกิดขึRนจากทัRงสองบริเวณโดยที#การเชื#อมโยงระหวา่งสมองทัRงสองบริเวณยงัคงตอ้งมีการศึกษาอีก
ระดบัหนึ#ง นอกจากนัRนยงัคงมีสมมุติฐานสาํคญัอีกหลายขอ้ที#จาํเป็นต่อการอธิบายองคค์วามรู้หลกัที#
เกี#ยวกบัการออกฤทธิK ของ E2 และสมองส่วน NTS ต่อพฤติกรรมกินในหนูเพศเมีย องคค์วามรู้เสริม
ที#กระผมสนใจเป็นเบืRองตน้ คือ การแสดงให้เห็นวา่สมองส่วน NTS นีR มีความจาํเป็นต่อการออก
ฤทธิK ของ E2 และการแสดงออกของพฤติกรรมการกิน และกลไกการออกฤทธิK ของ E2 ที#สมองส่วน 
NTS ในระดบัเซลลป์ระสาทและระดบัโมเลกุลที#มีความสัมพนัธ์กบัพฤติกรรมการกิน ผลกระทบ 
(impact) ของการคน้พบดงัสมมุติฐานที#ตัRงไวน้อกจากจะสามารถใชอ้ธิบายองคค์วามรู้หลกั 
(Thammacharoen et al., 2008)  ยงัใชเ้ชื#อมโยงให้เห็นถึงความสาํคญัของสมองส่วนทา้ยในการที#จะ
สามารถทาํหนา้ที#เป็นส่วนบูรณาการ (integration unit) สาํหรับขอ้มูลต่างๆ และส่งผลต่อการแสดง
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พฤติกรรม ซึ# งขอ้บ่งชีR นีR เป็นส่วนหนึ#งของความเขา้ใจในสรีรวทิยาของระบบประสาทที#สาํคญัชิRน
หนึ#ง 

 

2. วตัถุประสงค์ 
2.1 เพื#อแสดงให้เห็นว่าสมองส่วน NTS นีR มีความจาํเป็นต่อการออกฤทธิK ของ E2 และการ
แสดงออกของพฤติกรรมการกินในหนูเพศเมีย 
2.2 เพื#อคน้หากลไกการออกฤทธิK ของ E2 ที#บริเวณสมองส่วน NTS ต่อพฤติกรรมการกินในหนู
เพศเมียในระดบัเซลล์ประสาทและระดบัโมเลกุล ทัRงในดา้นการออกฤทธิK ที#ผ่านตวัรับเอสโตร
เจน และผลการกระตุน้ตวัรับเอสโตรเจนที#มีต่อการสื#อประสาทบริเวณ NTS 
 

3. ระเบียบวธีิวจัิย 
แผนการวิจยัเพื#อใหบ้รรลุวตัถุประสงคท์ัRงสองขอ้ มีลาํดบัดงันีR  
3.1 เพื#อแสดงให้เห็นถึงฤทธิK ของ E2 ต่อการกินอาหารในหนูเพศเมียในสภาวะการเลีRยงที#จะใช้

สาํหรับโครงการ ผูว้จิยัไดว้างแผนศึกษาในหนูเพศเมียทัRงที#ไม่ไดต้ดัรังไข่ (ซึ# งมีวงจรการ
เปลี#ยนแปลงรังไข่สมบูรณ์) และในหนูเพศเมียที#ถูกตดัรังไข่และไดรั้บการเสริม E2 จากการฉีด 
เอสทราไดออล เบนโซเอท (estradiol benzoate, EB)  

3.2 เพื#อแสดงใหเ้ห็นวา่สมองส่วน NTS มีความจาํเป็นต่อการออกฤทธิK ของฮอร์โมน E2 ผูว้จิยั
วางแผนที#จะใหส้ารตา้นตวัรับฮอร์โมนเอสโทรเจน (estrogen receptor, ER, antagonist) คือ ICI 182 
780 (ICI) หรือสารควบคุม (1%DMSO) เขา้สู่ช่องของสมองลาํดบัที# ๔ (4th intracerebroventricular, 
4th icv) โดยตรงสู่สมองส่วนทา้ยผา่นอุปกรณ์ส่งสารดว้ยแรงออสโมติก (osmotic pump, 1002OP) 
การทดลองนีRทาํในหนูเพศเมียที#ทาํการตดัรังไข่ทิRงแลว้ หลงัจากผา่ตดัฝั#งท่อเพื#อใหส้าร ICI ที#สมอง
ส่วนทา้ยเป็นผลสาํเร็จ หนูชุดดงักล่าวจะถูกทดสอบฤทธิK ของ E2 หรือสารควบคุม (นํR ามนังา) และ
บนัทึกขอ้มูลการกินอาหารและนํRาหนกั  

3.3 เพื#อศึกษากลไกการออกฤทธิK ของฮอร์โมน E2 ในระดบัเซลลแ์ละระดบัโมเลกุล เนื#องจาก
กลไกการตา้นตวัรับของสาร ICI ที#สาํคญักลไกหนึ#งคือ การสนบัสนุนการขบวนการทาํลาย ER 
ผูว้จิยัวางแผนที#จะศึกษาการเปลี#ยนแปลงของจาํนวน ER ภายในสมองส่วนหนา้และส่วนทา้ยหลงั
การไดรั้บสาร ICI เขา้สู่สมองส่วนทา้ยโดยตรง การศึกษาในหวัขอ้นีRจะทาํการเตรียมตวัสัตว์
เหมือนกบัในการทดลอง 3.2 เพียงแต่มิไดท้าํการทดสอบฤทธิK ของ E2 แต่จะทาํการวดัการกินอาหาร
และนํRาหนกั พร้อมทัRงทาํการุณฆาตและนาํชิRนส่วนสมองมาทาํการตรวจนบัจาํนวน ER ภายใน
สมองบริเวณต่างๆ  

การวเิคราะห์ขอ้มูลที#ไดท้ัRงหมดผูว้จิยัจะทาํในลกัษณะเช่นเดียวกบัที#เคยใช ้ (Thammacharoen et 
al., 2008; Thammacharoen et al., 2009) โดยหลกัการทั#วไป คือ ขอ้มูลของการวิจยัต่างๆ ทัRงหมดจะ
รายงานโดยใชส้ถิติเชิงพรรณนาเป็น ค่าเฉลี#ยและความคลาดเคลื#อนมาตรฐานของการทดลอง 
(mean± SEM) การทดสอบสมมุติฐานใดๆ ของการทดลองจะทาํโดยการวเิคราะห์ความแปรปรวน 
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(analysis of variance, ANOVA) ตามดว้ยการทดสอบความแตกต่างของผลการทดลองเมื#อขอ้มูล
ผา่นการวเิคราะห์ความแปรปรวนแลว้ 
 
4. ผลการวจัิยและวจิารณ์ 

ผลการทดลองในเบืRองตน้ ผูว้จิยัสามารถแสดงใหเ้ห็นฤทธิK ของฮอร์โมน E2 ทัRงที#มีอยูใ่นหนูเพศ
เมียที#มีรังไข่สมบูรณ์และในหนูเพศเมียที#ถูกตดัรังไข่และเสริม EB หนูเพศเมียที#มีรังไข่สมบูรณ์จะ
กินอาหารลดลงในช่วงวนัที#เป็นสัด และหนูเพศเมียที#ถูกตดัรังไข่จะกินอาหารลดลงหลงัการไดรั้บ 
EB แลว้ 2 คืน (รูปที# 3) ผลการทดลองในเบืRองตน้นีR มีความสาํคญัมากในอนัที#จะเป็นเครื#องยนืยนัถึง
วธีิการทดลองในสภาวะการเลีRยงที#ใชส้าํหรับโครงการในอนาคตวา่ไม่แตกต่างจากที#พบโดยทั#วไป 
สาํหรับการทดลองลาํดบัที# 2 นัRนพบวา่การใหส้าร ICI โดยตรงเขา้สู่สมองส่วนทา้ยผา่น 4th icv และ 
1002OP สามารถตา้นทานฤทธิK ของ EB ต่อการกินอาหารได ้โดยพบวา่ในกลุ่มที#ให ้1%DMSO เขา้สู่
สมองส่วนทา้ยโดยตรงนัRนการให ้EB ทาํใหก้ารกินอาหารลดลงอยา่งมีนยัสาํคญั (รูปที# 8)  ในขณะ
ที#กลุ่มที#ไดรั้บ ICI ทัRงในระดบั 4 และ 8 nM นัRนพบวา่การกินอาหารในหนูกลุ่มที#ไดรั้บ EB ไม่
แตกต่างจากหนูกลุ่มที#ไดรั้บนํRามนังา (รูปที# 8) ผลการทดลองชีR ใหเ้ห็นวา่การให ้ICI ผา่นเขา้สู่สมอง
ส่วนทา้ยโดยตรงสามารถตา้นฤทธิK ของ EB ต่อการกินอาหารได ้ และหมายความวา่สมองส่วนทา้ยมี
ความจาํเป็นต่อการออกฤทธิK ของ EB ต่อการกินอาหาร การทดลองในลาํดบัต่อมาคือการศึกษา
เกี#ยวกบัผลการใหส้าร ICI ดว้ยวธีิดงักล่าวต่อการกินอาหารโดยตรงและผลที#เกิดขึRนกบัจาํนวน ER 
ที#จะตรวจสอบที#สมองบริเวณต่างๆ ทัRงจากสมองส่วนทา้ยโดยเฉพาะที#บริเวณ นิวเคลียส แทรกทรัส 
โซลิทาเลียส (nucleus tractus solitaruis, NTS) และที#ไฮโปทาลามสัของสมองส่วนหนา้ คือที#บริเวณ 
มีเดียล พรีออฟติก นิวเคลียส (medial preoptic nucleus, MPO) บริเวณ อาคูเอท นิวเคลียส (arcuate 
nucleus, Arc) และบริเวณ เวนโทรมีเดียล นิวเคลียส ของไฮโปทาลามสั (ventronucleus of 
hypothalamus, VMH) ผลการทดลองพบวา่การใหส้าร ICI เขา้สู่สมองส่วนทา้ยโดยตรงนัRนไม่มีผล
ต่อการกินอาหารตลอด 12 วนัของการทดลอง และที#สาํคญัพบวา่ไม่มีผลต่อจาํนวน ER ที#พบภายใน
เซลลป์ระสาทที#นบัไดจ้ากสมองส่วนหนา้ทัRง 3 บริเวณ (รูปที# 10)  ผลการทดลองชีR ใหเ้ห็นการให ้
ICI ซึ# งสามารถตา้นฤทธิK ของ EB ต่อการกินอาหารไดน้ัRนมิไดเ้กิดขึRนจากผลของตวัเองแต่อยา่งใด ที#
สาํคญัเป็นที#ทราบกนัอยูว่า่ กลไกการออกฤทธิK ของ ICI ที#สาํคญักลไกหนึ#งในการตา้นฤทธิK ของ EB 
คือ การส่งเสริมใหมี้การสลาย ER ภายในเซลล ์ ดงันัRนผลการทดลองที#ไม่พบความแตกต่างของ
จาํนวน ER จากสมองส่วนหนา้อาจเป็นขอ้บ่งชีRวา่ การให ้ ICI ดว้ยวธีิการดงักล่าวทาํให ้ ICI ออก
ฤทธิK ตา้น ER จาํกดัที#บริเวณสมองส่วนทา้ย ซึ# งผลการทดลองดงักล่าวเป็นขอ้ตอกย ํRาถึงบทบาทของ
สมองส่วนทา้ยต่อกลไกการออกฤทธิK ของ E2 ต่อการกินอาหาร อยา่งไรก็ตามผูว้จิยัพบวา่การยอ้มสี 
ER ที#บริเวณสมองส่วนทา้ยนัRนติดสีนอ้ยมากทาํให้ไม่สามารถนบัจาํนวนไดท้ัRงนีRอาจเนื#องจาก
ปริมาณ ER ที#แตกต่างกนัของสมองบริเวณต่างๆ  
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5. บทสรุปและทัศนคติ 
การวจิยัภายใตโ้ครงการเรื#อง “ผลของการใหส้ารตา้นตวัรับเอสโตรเจน (ICI 182 780) โดยตรงที#สมอง

ส่วนทา้ยของหนูเพศเมียต่อพฤติกรรมการกินอาหาร” กลุ่มผูว้จิยัไดด้าํเนินการทดลอง 3 การทดลองหลกัดงั
ไดก้ล่าวไวข้า้งตน้ ผลการทดลองสามารถพิสูจน์ไดว้า่สมองส่วนทา้ยมีความจาํเป็นต่อกลไกการออกฤทธิK ของ
ฮอร์โมน E2 ต่อการกินอาหารในหนูเพศเมีย ซึ# งขอ้สรุปดงักล่าวนีRขยายความเขา้ใจเดิมซึ# งกลุ่มผูว้จิยัไดเ้คย
พิสูจน์แลว้วา่ สมองส่วนทา้ยโดยเฉพาะบริเวณ NTS ซึ# งมีเซลลป์ระสาทที#มี ER อยูเ่ป็นบริเวณที# E2 สามารถ
ออกฤทธิK ต่อการกินอาหารได ้ อยา่งไรก็ตามกลุ่มผูว้จิยัคิดวา่ในดา้นกลไกการออกฤทธิK ของ E2 ต่อการกิน
อาหารในหนูเพศเมียในแง่ของตาํแหน่งที#ฮอร์โมนออกฤทธิK นัRนสมองทัRงส่วนหนา้และส่วนทา้ยน่าจะมี
บทบาทร่วมกนัทัRงนีR จากเหตุผลสองประการ คือ ในประการแรกการใหส้าร ICI เขา้สู่สมองส่วนหนา้ผา่นทาง
ช่องสมองดา้นขา้งก็ใหผ้ลตา้นฤทธิK ของ EB ต่อการกินอาหารไดเ้ช่นกนั และการใหส้าร ICI เขา้สู่สมอง
โดยตรงทัRงที#สมองส่วนหนา้และส่วนทา้ยไม่สามารถตา้นฤทธิK ไดส้มบูรณ์  เหตุผลประการที#สองคือที#บริเวณ
สมองส่วนหนา้และที#ส่วนทา้ยสามารถตรวจพบ ER ได ้ กลุ่มผูว้จิยัไดใ้หค้วามสนใจเกี#ยวกบักลไกการออก
ฤทธิK ที#สมองส่วนทา้ยเป็นหลกัและไดมี้การตัRงสมมุติฐานเบืRองตน้ไวว้า่น่าจะมีความเกี#ยวขอ้งกบัระบบสารสื#อ
ประสาทกลูตาเมต (glutaminergic system) และการสื#อประสาทผา่นเซลลป์ระสาทในกลุ่ม โปรโอปิโอเมลา
โนคอติน (pro-opiomelanocortin neurons) และกลุ่มเซลลป์ระสาทที#มีตวัรับสารสื#อประสาทนีR  ในการนีRกลุ่ม
ผูว้จิยัไดท้าํการทดลองเพื#อพยายามหาระดบัของสาร แอลฟ่า เอมเอชเฮช (α-MSH) ที#บริเวณสมองส่วนทา้ย
เพื#อหาความสัมพนัธ์ของสารดงักล่าวต่อกรณีที#สาร ICI สามารถตา้นฤทธิK ของ EB ต่อการกินอาหารได ้
อยา่งไรก็ตามการทดลองนาํร่องในเบืRองตน้พบวา่สาร α-MSH ที#หาไดจ้ากสมองส่วนทา้ยที#สัมพนัธ์กบัมืRอ
อาหารนอ้ยมาก ทาํใหไ้ม่สามารถดาํเนินการทดลองต่อดว้ยวธีิการที#เลือกใช ้ (ผลการทดลองมิไดน้าํเสนอ) 
ดงันัRนในการศึกษากลไกโดยละเอียดของการออกฤทธิK ของ E2 ต่อการกินอาหารที#สมองส่วนทา้ยในแง่ที#
สัมพนัธ์กบัสารสื#อประสาทขา้งตน้จึงจาํเป็นตอ้งมีวธีิการที#ละเอียดเพิ#มมากขึRน 

กลุ่มผูว้จิยัมีความเห็นวา่ องคค์วามรู้ตามขอ้สรุปจากผลการทดลองขา้งตน้นอกจากทาํใหเ้กิดความเขา้ใจ
เกี#ยวกบักลไกการออกฤทธิK ของฮอร์โมน E2 ต่อการกินอาหารในหนูเพศเมียแลว้ ยงัเป็นตวัอยา่งของกลไกการ
ออกฤทธิK ของฮอร์โมน E2 ต่อพฤติกรรมที#สมองซึ#งจะไม่ขึRนกบันิวเคลียสจุดใดจุดหนึ#งเป็นสาํคญั กรณีของ
การกินอาหารนีR จะมีกลไกต่างอยา่งสิRนเชิงกบัผลของฮอร์โมน E2 ต่อพฤติกรรมการโก่งตวั (lordosis) ที#พบ
ในหนูเพศเมียและเป็นส่วนหนึ#งของพฤติกรรมการสืบพนัธ์ุ (Pfaff, 2005) ดงันัRนกลุ่มผูว้จิยัจึงเห็นวา่
การศึกษากลไกการออกฤทธิK ของ E2 ต่อกการกินอาหารในหนูเพศเมียจะมีประโยชน์ในหลายดา้นและทาํให้
เป็นแรงจูงใจสาํคญัใหก้ารดาํเนินงานวจิยัภายใตโ้ครงเกิดขึRนต่อไปในอนาคตห 
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เนื�อหางานวจิัย 

INTRODUCTION 

Estrogens (Blaustein, 2008) are one major group of female sex steroid 

hormones. The natural forms of estrogens are 17β-estradiol (E2), estrone (E1) and 

estriol (E3). E2 is considered to be the major estrogen form because of its high level in 

the circulation and its potency to activate estrogen receptor (ER) mediated 

transcription activity. E2 is involved in many physiological functions including, e.g. 

development, growth and homeostasis. Besides the main function of E2 in 

reproductive physiology, a further important action of E2 and the major focus of this 

work is its role in the control of FI (FI) and body weight (BW) in female animals. 

These effects are clinically important because it is well accepted that women are more 

prone to developing severe obesity and eating disorders than are men (Geary, 2001; 

Klein and Walsh., 2004).  

Eating is a complex behavior that is controlled by multiple brain centers. This 

behavior in female is in part controlled by E2. Unlike the effect of E2 on reproductive 

behavior, lodosis (Pfaff, 2005), the effect of E2 on FI has not been work out 

thoroughly. The effect of E2 on FI apparently mediated via ERα in the brain. 

However, the mechanisms and the specific site(s) of E2 action on eating are still 

unclear. Therefore, my current experiments focused on the specific site and the 

mechanisms of E2 action in the control of eating in female rats. The current report 

contains, in the first part, basic information on the mechanisms of how E2 to modulate 

cellular activities, the mechanisms of peripheral and central controls of eating 

behavior and the general knowledge regarding estrogenic control of eating. The 

second part contains the current experiments including the detail material & methods, 

results and discussion.   
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Mechanisms of estrogens action 

 All physiological effects of E2 are mediated by ligand-inducible nuclear 

transcription factor, ERs. Two ER subtypes, ERα and ERβ have been identified and 

cloned (Green et al., 1986; Greene et al., 1986; Kuiper et al., 1996). ERs belong to the 

steroid/thyroid hormone superfamily of nuclear receptors. These receptors are 

composed of three domains including: the NH2-terminal A/B domain; the C domain; 

and the carboxyl terminal D/E/F domain (Nilsson et al., 2001). The NH2-terminal 

A/B domain encodes a ligand-independent activation function (AF1), a region 

involved in transcriptional activation and in protein-protein interactions.  The highly 

homologous C domain contains the DNA binding domain (DBD) with two zinc finger 

structures. This domain has a role in receptor dimerization and target DNA binding. 

The carboxyl terminal D/E/F domain contains the E/F ligand-binding domain (LBD), 

which harbors the ligand-dependent activation function (AF2). The overall structure 

of ER-LBD is composed of 12 helices (H1-H12) and two stranded β-sheets (S1 and 

S2). After ligand binding, the position of H12 is the key event that permits 

discrimination between estrogen receptor agonist and antagonist (Brzozowski et al., 

1997). The LBD plays an important role in ligand binding, receptor dimerization, 

nuclear translocation and target gene transcription activation. 

It is well accepted to date that the two basic mechanisms of ER-mediated E2 

actions involve genomic and non-genomic effects. Both mechanisms depend on the 

binding structure of E2 to ER. For the ER dependent gene transcription, the receptor is 

localized predominantly in the nucleus, the nuclear ER (nER) (King and Greene., 

1984; Welshons, 1984; Kawata et al., 2001). In addition, the plasma membrane 

associated ER (mER)  has been shown to mediate the rapid non-genomic actions of 

estrogen (Mendelsohn, 2000b; Milner et al., 2005; Pedram et al., 2006; Pietras and 
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Marquez-Garban, 2007; Ronnekleiv et al., 2007; Song, 2007; Toran-Allerand, 2004; 

Vasudevan et al., 2005).  

For the genomic action, the receptor is dissociated from the chaperone protein, 

phosphorylated and dimerized after the binding of the ligand. The ligand-ER complex 

stimulates the target gene by either direct or indirect initiation of transcription. The 

direct binding of the complex to the estrogen response element (ERE) activates 

specific gene transcription. In the indirect activation of transcription, the ligand-ER 

complex does not bind directly to DNA, but tethers with another transcriptional 

activator to promote gene expression. Many transcriptional factors have been shown 

to interact with ER via the indirect mechanism i.e. NFκB (Kalaitzidis et al., 2005), 

Sp1 (Safe, 2001) and AP-1 (Kushner et al., 2000).  Moreover, the ER itself can be 

activated by mechanisms independent of ligand binding. Many signaling pathways 

can modulate ER though phosphorylation via regulators of the phosphorylation state 

(PKA or PKC) i.e. extracellular signals (peptides growth factors, cytokines or 

neurotransmitters) and cell cycle regulators (Nilson et al., 2001). The DBD, AF1 and 

AF2 domains of ERs are all responsible for the activation of transcription via the 

genomic action of ER. While DBD specifically binds with ERE (Klinge, 2001), AF1 

and AF2 synergistically activate transcription by recruiting the basic transcriptional 

machinery and several coregulatory proteins. The coregulator proteins recruited by 

AF1 and AF2 can be subdivided into coactivators and corepressors (Hall and 

McDonnell, 2005; Perissi and Rosenfeld, 2005). The detailed mechanisms by which 

AF1 and AF2 recruit the coregulator proteins and initiate the transcription are 

different (Lavery and McEwan, 2005; Pike, 2006; Warnmark et al., 2003).  The role 

of AF1 and AF2 on ER activated transcription has been revealed by many estrogen 

agonists/antagonists and by different cells and promoter contexts. First, different cells 
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that were transfected with the same promoter appeared to have different degrees of 

transcription after estradiol treatment. Second, different promoters that were 

transfected to the same cell also showed differences in transcription activity. 

Tamoxifen, acting as an AF2 domain blocker, has an estrogen antagonistic effect on 

the gene that requires only the AF2 domain for ER-mediated transcription. In contrast, 

tamoxifen has a partial agonist effect on genes where AF2 is not required. In addition, 

the AF1 of ERα appears to have stronger activity than ERβ (Delaunay et al., 2000; 

Tzukerman et al., 1994). Collectively, this information suggest that the genomic 

effects of E2 and estrogen agonists/antagonists depend partly on the interaction among 

AF domains of ER, cell types and promoter contexts of estrogen responsive genes 

(Delaunay et al., 2000; McDonnell  et al., 1995; Tzukerman et al., 1994). 

Another pathway of E2 dependent ER actions involves rapid effects that 

cannot be attributed to genomic actions. This is the so-called non-genomic pathway. 

E2 is able to evoke fast responses in many tissues, within seconds to minutes after 

ligand binding. Many intracellular signaling cascades have been shown to be 

responsible for these rapid effects. These include e.g. the activation of ion channels, 

the MAPK pathway; the CREB pathway, the phosphatidylinositol 3-kinase 

(PI3K)/Akt pathways; the G-protein coupled receptor (cAMP and intracellular 

calcium); and the nitric oxide pathway (Collins and Webb, 1999; Mendelsohn, 2000b; 

Pietras and Marquez-Garban, 2007; Ronnekleiv et al., 2007; Vasudevan et al., 2005). 

The mERs appear to mediate these rapid effects.  These mERs probably share a 

common origin with nuclear ERs (Pietras and Marquez-Garban, 2007). Both ERα and 

ERβ and a novel ER (ERX) have been identified at the membrane   (Chambliss et al., 

2002; Kelly and Ronnekleiv, 2008; Milner et al., 2005; Pedram et al., 2006; Pietras 

and Marquez-Garban, 2007; Song, 2007; Toran-Alland et al., 2002). It should be 
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noted here that E2 can activate intracellular signaling independent of mER. The G 

protein coupled receptor 30 (GPR30) was reported to bind E2 but the biological 

function which is mediated by GPR30 has yet to be investigated (Filardo and Thomas, 

2005; Funakoshi et al., 2006; Pedram et al., 2006; Prossnitz et al., 2008; Revankar et 

al., 2005). Evidence for an important functional role of the non-genomic ER pathway 

has been provided for many different tissues including the reproductive system 

(Luconi et al., 2004), cardiovascular system (Fu and Simoncini, 2007; Leung et al., 

2007; Mendelsohn, 2000a; Fu and Simoncini, 2007) and central nervous system 

(Behl, 2002; Kelly and Ronnekleiv, 2008; McEwen et al., 2001; Ronnekleiv et al., 

2007). In the brain, the rapid non-genomic ER pathway appears to involve 

mechanisms of neuroprotection and aging (Behl, 2002; Garcia-Sugura et al., 2007; 

Mendez et al., 2005), reproduction (Vasudevan et al., 2005; Kow and Pfaff, 2004) and 

eating behavior (Asarian, 2006; Arbogast, 2007; Dagnault and Richard, 1997; Liang 

et al., 2002; Gao et al., 2007). Despite these reports, it is still difficult to dissociate the 

role of genomic and non-genomic pathways of E2 for a specific behavior or brain 

function. The lordosis behavior in female rats is one example of influence by both 

pathways (Kow and Pfaff, 2004). It was first suggested that lordosis is a behavior 

which requires the genomic action of E2 (Parsons et al., 1982). Later, using the BSA 

conjugated E2 (E2-BSA) which acts only on the membrane and the couple treatments 

paradiagm; Kow and Pfaff (2004) demonstrated that the first treatment with E2-BSA 

potentiates the second treatment with E2 on lodosis score. The result suggested that 

rapid non-genomic ER action potentates the genomic ER action of lordosis. 

 

Estrogens and ER ligands have diverse effects in many organs. Besides their 

physiological functions, estrogens are also involved in many pathophysiological 
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processes, e.g. cancer, osteopenia, menopause syndromes, and brain and 

psychological disorders. Based on the variety of ERs dependent mechanisms 

reviewed above, it is not surprising that one steroid can influence many different 

biological functions and diseases. The simple model that determines the outcome of 

action of E2 and ERs dependent mechanisms involves three fundamental factors: the 

spatio-temporal expression of both ER subtypes (Laflamme et al., 1998; Milner et al., 

2001; Milner et al., 2005; Mitra et al., 2003; Schlenker and Hansen, 2006; Shughrue 

et al., 1997; Toran-Alland et al., 2002); the nature of the cell types (the coregulator 

molecules and promoter context; Lavery and McEwan, 2005; Pike 2006; Warnmark et 

al, 2003); and the type of ligands (E2 or SERMs; Osborne et al., 2000). It is therefore 

crucial to identify all these factors in order to understand E2 effect on behavior, e.g. 

FI. 
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Food intake control mechanisms  

 The biological goals of eating behavior are to provide energy and necessary 

nutrients to the body. The pattern of eating is generally characterized by distinct meals 

or eating bouts that are distributed over the course of a day. Meal pattern varies 

between species and also between individuals. Daily FI depends on meal frequency 

and meal size. Eating behavior is controlled by two fundamental factors: internal 

controls and external stimuli (i.e. pleasure of food, social system, predation, 

reproduction etc). The internal control mechanisms of meals can be considered into 

four categories. These are signals for the initiation of eating; signals for maintaining 

eating during a meal; signals that terminate eating; and signals that maintain the 

intermeal interval. Animal starts to eat (meal initiation) when they are hungry. In this 

state, animals are more sensitive to a variety of food stimuli including the signals 

from the olfactory, visiual and gustatory systems. However, the mechanisms of meal 

initiation themselves are still not clear. Eating also occurs even in a state of ample 

energy balance and without external cues. Meal initiation has been demonstrated to 

correlate with the concentration of metabolites (glucose and fatty acids), metabolic 

rate and body temperature (Even and Nicolaidis, 1985; De Vries et al., 1993). At least 

in a series of experiments, a premeal reduction of glucose was demonstrated a few 

minutes prior to a spontaneous meal (Campfield and Smith, 2003). During a meal 

(meal maintenance), the presence of food in the GI tract produces a set of mechanical 

and chemical signals. The balance of positive feedback (pleasure) and negative 

feedback (satiation) signals determines the size of a meal and the rate of eating. While 

pleasure from food facilitates eating, satiation promotes meal termination, thereby 

limits meal size. The postprandial feeling and behavior that affects the interval to the 

next meal is referred to as satiety. 
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One characteristic of eating behavior is that animals, and obviously humans as 

well, select foods preferentially when food choices are ample, instead of having the 

same menu every day. This suggests that the internal control systems contain not only 

homeostatic but also hedonic components (Saper et al., 2002; Berthoud, 2004). Both 

mechanisms participate in the decision about what kind and how much food an animal 

eats.   While homeostatic controls maintain normal energy and nutrient supplies to the 

body, hedonic controls of eating have specific characteristics that can overpower the 

homeostatic controls and result in eating behavior at any times and even at 

excessively high levels.   These internal controls of eating behavior include the 

interplay between peripheral sensing and signaling systems (sensory organs, 

gastrointestinal tract and adipose tissue), and central integration (the brain).  The 

hedonic components receive signals mainly via sensory organs, as well as from 

previous experiences with food that have been memorized and learned. This 

component plays a role in food rewarding aspect (Berridge and Robinson, 2003). In 

the homeostatic control of eating, peripheral signals could be classified into “short 

and long term control mechanisms”. In the short term control of eating, GI tract 

translates the signals (both volume and nutrient) from ingested food into hormonal 

(Chaudhri et al., 2006; Cummings and Overduin, 2007) or neuronal signals (Marty et 

al., 2007; Thaler and Cumming, 2008). In addition, some nutrients can work directly 

as signals to control eating behavior (Levin et al., 2004; Marty et al., 2007). The long-

term control involves somewhat different properties. Adipose tissue and pancreas 

(adiposity signals) provide tonic signals for maintaining homeostasis to match the 

energy input and expenditure (Woods et al., 2000). Another peripheral signal that 

control eating depends on the cyclic pattern reproductive cycle especially in female. It 

is well known that female animal eat less during the estrous phase of ovarian cycle 
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and this behavior is mediate mainly by E2. The estrogenic effect on FI in female rat is 

the main interested of the current work and will be introduced in detail in “Estrogenic 

control of food intake”.     

 

Estrogenic control of food intake 

 Eating behavior shows specific gender-related differences between males and 

females. A clear phenotypic difference between intact males and females is that 

females show a cyclic pattern of eating while males do not (Asarian and Geary, 2006). 

During the peri-ovulatory phase of the estrous cycle, female dog, pig, rat, monkey and 

woman decrease their daily intake (Czaja and Goy, 1975; Eckel et al., 2000; Friend, 

1971; Gong et al., 1989; Houpt et al., 1979; Lyons et al., 1989). This phenomenon has 

been studied most extensively in rats which typically have a four or five day cycle 

(Fig1). The reduction of FI usually occurs during the night of the estrus. This is 

preceded by an increased plasma E2 concentration during proestrus (Fig1). The 

reduction of FI is due to a decrease in meal size with a partially compensatory 

increase in meal frequency (Asarian and Geary, 2002). FI then returns to baseline in 

the subsequent diestrus. An ovariectomy removes the major source of E2 in females. 

Ovariectomized (OVX) rats have dramatically decreased levels of plasma E2 and 

gradually increase daily FI and BW. The increase in daily intake in OVX rats is due to 

an increase in meal size while meal frequency decreases (Asarian and Geary, 2002). 

Daily FI in OVX rats is generally higher than in intact rats at all stages of the estrus 

cycle. This suggests two functional components of E2’s effect on eating. The first is a 

tonic inhibition by E2, which is revealed by an increase in the basal level of eating 

after OVX. The second is a phasic inhibition by E2, which is the absence of the cyclic 

decrease in eating after OVX. Replacement with a physiological dose of estradiol 
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benzoate (EB) but not progesterone reverses the effect of OVX on FI and BW in rats. 

Administration of EB in the middle of the light phase increased plasma E2 in the first 

night after injection, which corresponds to the increase of plasma E2 during proestrus 

in intact rats. Rats eat less in the second night after EB injection, which corresponds 

to the decrease in FI during the night of estrus in intact rats (Figure 1, Asarian and 

Geary, 2002). The effect of exogenous E2 on FI again occurs mainly via a change on 

meal size. Meal size is decreased after replacement, while meal frequency usually 

partially compensates by increasing (Asarian and Geary, 2002).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 1 Top: Plasma concentration of E2 (Left) and daily food intake (right) in female intact rats during 

estrus cycle (D1, diestrus1; D2, diestrus2; P, proestrus; E, estrus). Bottom: Plasma E2 concentration is 

low in OVX rats without EB replacement. Two microgram per rat of EB treatment at mid-light phase 

of Day 2 increases plasma E2 levels in the first 3 h and a peak during 6-15 h (Left). With EB treatment 

as described, daily food intake is decreased on day 4 (Data are adapted from Asarian and Geary, 2002; 

used with permission). 
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 E2 appears to affect FI and BW through the stimulation of ERα rather than 

ERβ. Firstly, ERα receptor knockout (αERKO) mice were higher BW than wild type 

whereas BW of ERβ receptor knockout (βERKO) mice did not differ from wild type 

(Couse and Korach, 1999). Secondly, E2 produced its effects on BW and FI in wild 

types and βERKO mice, but had no effects in αERKO mice (Geary et al., 2001; 

Geary, 2004). Finally, OVX rats treated with specific ERα but not ERβ agonists 

decreased FI (Roesch, 2006; Santollo et al., 2007; Thammacharoen et al., 2007) and 

the same ERα agonist produced no effect on FI in αERKO mice (Thammacharoen et 

al., 2009).  

While it has been established that the estrogenic inhibition of FI appears to be 

an activation of ERα, it remains unclear which downstream genomic or non-genomic 

pathways are responsible for eating inhibitory effect. The coupling of plasma E2 and 

behavior outcome that can be observed in intact rats and in the OVX rats after cyclic 

EB replacement suggested that the physiologic effect of E2 on eating needs time to 

develop. In addition, direct administration of a protein synthesis inhibitor (e.g. 

anisomycin) blocked E2’s effect on eating (Butera et al., 1993). This suggested that 

the effect is mediated partly via the genomic effect of ER action. Some evidences 

however support the role of non-genomic ER action on FI. First, E2 administration to 

the brain at pharmacological doses decreased FI shortly after treatment (Dagnault and 

Richard, 1997; Gao et al., 2007). However, Liang et al. (2002) demonstrated no acute 

effect of central administration of E2 into brain on eating. Second, the ERα agonist 

PPT, injected subcutaneously, produced an inhibitory effect on FI within 4 hours 

(Santollo et al., 2007; Thammacharoen et al., 2007). The onset of PPT to decrease FI 

was faster than what can be observed after peripheral E2 replacement. An example 

that has been shown previously about a participation of both genomic and non-
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genomic E2 actions is the lordosis behavior in female rats. Lordosis is one of the 

sexual behaviors that require genomic action of ER. It has been shown later that a 

non-genomic E2 action enhances the genomic action of ER on lordosis behavior (Kow 

and Pfaff, 2004). Based on the above information, it seems plausible that both 

genomic and non-genomic E2 actions may contribute to the estrogenic inhibition of 

FI. However, further experiments need to be conducted to test directly whether and 

how the genomic and non-genomic actions of ER could participate on the estrogenic 

inhibition of FI.    

Estrogenic inhibition of eating is partly due to a modulation of the peripheral 

feedback controls of eating. E2 increases the potency of gastrointestinal satiation 

hormones like CCK (Geary, 2001) and glucagon (Asarian and Geary, 1999), and 

decreases the potency of ghrelin which is a gastric orexigenic hormone (Clegg et al., 

2007). The most extensive studies on the estrogenic modulation of peripheral signals 

came from the studies of an E2’s effect to increase CCK satiation (Geary, 2001 and 

Asarian and Geary, 2006). Exogenous E2 enhanced exogenous CCK’s satiation effect 

(Butera et al., 1993; Geary et al., 1994; Linden et al., 1990). Later, it has been shown 

that the CCK-1 antagonist (devazepide) increased FI only during the day of estrus in 

female rats. This suggests that endogenous CCK action also changes across the estrus 

cycle (Eckel and Geary, 1999). In OVX rats, endogenous CCK satiation is also 

enhanced by exogenous E2 (Asarian and Geary, 1999; Asarian and Geary, 2007). It is 

clear from the above information that endogenous and exogenous E2 seem to 

modulate the satiation effect of both exogenous and endogenous CCK. The estrogenic 

inhibition of eating may also be mediated by the interaction with other peripheral 

feedback controls of eating, especially adiposity signals. It has been shown that 

female rats were more sensitive to leptin than male rats (Clegg et al., 2003). Later, the 
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same group demonstrated that E2 increased leptin effect in female rat (Clegg et al, 

2006). However, some evidences reported the contrary results. First, importantly, it 

was also demonstrated contrary that leptin sensitivity does not change in both intact 

and OVX rats (Pelleymounter et al., 1999; Chen and Heiman, 2001). Second, plasma 

leptin was not changed before the onset of obesity after OVX, and leptin levels did 

not change when corrected by fat mass either in OVX or E2 replacement 

(Pelleymounter et al., 1999). Third, female OVX ob/ob and db/db mice still respond 

to E2 replacement as in sham control (Gao et al., 2007; Shimomura et al., 2002). 

Based on above information, it seems that an interaction of E2 and leptin to control FI 

and BW needs further investigations with an appropriate experimental design.  

 E2 is generally thought to act in the brain to inhibit feeding (Butera et al., 

1993; Geary et al., 1996; Rivera and Eckel., 2010). Various experiments have shown 

that microinjection of E2 into various sites of the brain, especially into various 

hypothalamic nuclei, decreased FI in rats. E2 implantation into the VMH (Wade and 

Zucker, 1970; Nunes et al., 1980), the medial preoptica area (MPA) (Dagnault and 

Richard, 1997) or the PVN (Palmer and Gray, 1986; Butera and Beikirch, 1989) 

reduced FI in rats. However, the exact site(s) where E2 mediates its action on FI is still 

not clear for because of inconsistent results from above studies.  Palmer and Gray 

(1986) failed to reproduce the effect on FI of E2 implantation into the VMH as 

originally reported by Wade and Zucker (1970). Furthermore, Butera and Beikirch 

(1989) found that only PVN implantation (not VMH and MPA) of E2 reduced 3-d FI 

in OVX rats. Further, peripheral E2 treatment has been shown to decrease FI and BW 

in mice with a specific ER-α knockdown in the VMH, strongly suggesting that the 

VMH may not be required for the control of feeding and BW by E2 (Musatov et al., 

2006).  The role of the PVN has been questioned as well because bilateral PVN 
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lesions did not abolish the effect of E2 on FI in OVX rats (Dagnault and Richard, 

1994). This was corroborated by a study published by Hrupka et al. (2002) suggesting 

that the action of E2 in the PVN is not sufficient to account for the estrogenic control 

of FI. However, information from some of c-Fos studies appears to support that the 

PVN region may be one of the potential sites for the estrogenic inhibition of eating. E2 

increased c-Fos in different paradigms related to CCK satiation at several brain 

regions (Eckel and Geary, 2001; Eckel et al., 2002; Asarian and Geary, 2007). Eating 

induced c-Fos was first demonstrated to be enhanced by E2 in the NTS, PVN and the 

central amygdala (CeA) (Eckel and Geary, 2001). The same c-Fos pattern and sites 

could also be observed when rats were treated with exogenous CCK and E2 (Eckel et 

al., 2002). It was demonstrated later that E2 treatment in rats with intraduodenal lipid 

infusion (a secretagogue of intestinal CCK) had significant higher c-Fos in caudal 

NTS than in control rats; this result could not be observed in PVN (Asarian and 

Geary, 2007). The results on c-Fos studies suggest that at the hindbrain NTS may all 

involve in E2 enhanced CCK’s satiation either from eating and exogenous CCK 

models, however only the caudal NTS is the area where E2 enhances intraduodenum 

lipid induced-cFos. We showed the results suggesting the possibility that NTS is 

sufficient for mediating the estrogenic effect on FI (Thammacharoen et al., 2008). We 

demonstrated first, that the spreading of E2 was very limited and affected only the 

dorsal but not to the ventral part of the NTS. Importantly, E2 spreading was not 

observed in the forebrain either. Second, FI in OVX rats with EB applied to NTS was 

lower than in control OVX rats. Third, with the same paradigm we demonstrated that 

CCK activated c-Fos only at the NTS but not at any forebrain nuclei and the CCK 

induced c-Fos at cNTS was colocalized with ERα-expressing neurons. These results 

suggested that E2 acts on ERα-expressing neurons at the NTS, especially at its caudal 
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part. In light of our previous finding we investigated the mechanism of E2 regarding 

to the brain site where E2 influences eating behavior. Our hypothesis is that the 

hindbrain is required for E2 effect on FI in female rat.  
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MATERIALS & METHODS 

Animals and housing condition 

 Female Wistar rats (National laboratory animal care, Mahidol University) 

weighing around 250-300 g were housed individually in hanging cages with stainless 

steel wire-mesh floors (33X18X20 cm) in a room maintained at 22±2 ºC with 12:12 

light: dark cycle (light on 00h). All rats had ad libitum to pelleted standard chow 

(#082, Perfect Companion Group Ltd., Samutrprakarn, Thailand) and tap water. Rats 

were adapted to the housing condition for at least 1 week before starting experiment. 

Daily FI (± 0.1 g corrected for spillage) and BW (± 1 g) were measured throughout 

the experimental period.  All procedures were performed according to the ethical 

principles and guidelines for the use of animals for scientific purposes from the 

National research council of Thailand and and were approved by the animal used 

committee, Faculty of Veterinary Science, Chulalongkorn University.  

  

Ovariectomy 

 In the current project, intact female rats were ovariectomized at different time 

point depending on the experiment. Rats were anesthetized with isoflurane (2.5-3%, 

Minrad, Inc, USA) and bilaterally ovariectomized using an intraabdominal approach 

(Thammacharoen et al., 2008). Immediately after surgery, rat was subcutaneously 

injected with enrofloxacin (2.5-5.0 mg/kg iv; Bayer Korea Ltd., Korea) for antibiotic 

prophylaxis. Ibuprofen (Reckitt Benckiser, Inc., UK) was given once orally (15 mg/kg 

po) and via drinking water at the concentration of 12 mg/100ml for 4 days to 

minimize post-surgical pain.  

 

 



 

24 

 

The fourth ventricle cannulation, infusion and verification 

The fourth ventricle intracerebroventricular cannulation (the 4
th

 icv) was 

operated to study the hindbrain infusion of ICI on FI effect of exogenous estradiol 

(experiment 2 & 3). Seven days after OVX, rats were anesthetized with 

intraperitoneally pentobarbital sodium (50 mg/kg ip, Nembutal
®
, Ceva Santa Animal, 

France). A guide cannula (22 G, PlasticsOne, Roanoke, VA, USA) was stereotaxically 

positioned into the fourth ventricle. The cannula tip was placed 3.5 mm posterior to 

the interaural line, 1.4 mm lateral to midline and 6.2 mm ventral to the skull surface 

(Blevins et al., 2004). The cannula was fixed to the skull with stainless steel mounting 

screw and dental cement. The guided cannula was attached to the osmotic pump 

(Alzet Model 1002, reservoir volume 100 µl). After surgery, rat was received 

antibiotic and analgesic as described previous. FI (± 0.1 g, corrected for spillage) and 

BW (± 1 g) were measured daily throughout the experimental period.  

At the end of experiment, all rats were killed by intravenously injection with 

the high dose of pentobarbital sodium (65 mg/kg ip, Nembutal
®
, Ceva Santa Animal, 

France). To verify the cannula placement in the second experiment, 5 µl of Evans 

blue was slowly injected through the ICV cannula. After the cannula was carefully 

removed, the brain was isolated and frozen. The frozen brain was sectioned to 

confirm cannula tip and dye diffusion.               

 

Perfusion & IHC 

 In the third experiment, the expression of ERα was investigated after 

hindbrain infusion of ICI and control. At a day before the end of OP infusion period 

(day 13), rat was deeply anesthetized with sodium pentobarbital intraperitoneally and 

transcardially perfused with ice-cold phosphate buffer [PB, 0.1 M (pH 7.4)] followed 
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by 4% paraformaldehyde in 0.1 m PB. The brains were removed, postfixed at 4 °C in 

the paraformaldehyde perfusion solution for 2 h and in 20% sucrose in 0.1 M PB for 2 

d. Brain were cut into 40 µm sections on a cryostat (Leica CM1800, ). Sets of each 

fifth hindbrain [~17 to 11 mm posterior to bregma (Paxions and Watson., 1998)] and 

forebrain [_~ 0.9 to 3.6 mm posterior to bregma (Paxions and Watson., 1998)] 

sections were stored in cryoprotectant solution (a 4:3:3 mixture of 0.1 m PB, ethylene 

glycol, and glycerol; Sigma) at -20 °C. 

 Immunohistochemistry staining of ERα from the brain section was performed 

using our previous protocol with minor modification (Thammacharoen et al., 2008). 

Briefly, brain sections were immersed in glass jar filled with 10 mM citric acid buffer 

and heated at high power of microwave oven (Sharp R209) with an operating 

frequency of 2450 MHz and 800 W power output. The antigen retrieving process was 

repeated 3 times for 5 minutes each. Following the heating session, the sections were 

kept cool down and processes for ERα IHC as described. Brain sections were washed 

3 times with 0.1 M PB and incubated for 10 min each in 0.5% H2O2 solutions. After 3 

times washed with 0.1 M PB, the blocking and detecting process were done with 1 h 

incubation in 1% normal goat serum in 0.1 m PB 0.3% Triton X-100, and then 48 hr 

with rabbit polyclonal ERα antibody (c1355, 1:10,000; Upstate Biotechnology, Lake 

Placid, NY). Sections were then washed and incubated with biotinylated antirabbit 

goat antibody (1:200; BA1000, Vector laboratory, CA) and avidin-biotin complex 

(1:400; PK-6100, Vector laboratory, CA), for 1 h each. ABC-ERα complex was 

visualized with DAB peroxidase complex reaction (SK-4105, Vector laboratory, CA). 

Finally, sections were mounted on gelatinized microscope slides, coverslipped, dried, 

and digitally imaged. The numbers of ERα positive neurons were counted within the 

following areas of interest using templates based on the atlas of Paxinos and Watson 
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(1998): NTS (NTS subregion nomenclature is our own (Thammacharoen et al., 2008); 

locations are millimeters caudal to bregma), caudal NTS (cNTS: about 14.1–14.4 

mm); subpostremal NTS (spNTS; about 13.7–14.0 mm); POA (0.4 mm posterior to 

bregma), Arc (2.3 mm posterior to bregma) and VMH (2.3 mm posterior to bregma). 

Cells were considered ERα positive if their nuclei contained punctate brown-black 

immunolabeling and were counted using constant minimum and maximum OD and 

object size criteria, which were validated with visual counts.     

   

Experiment 1: The cyclic pattern and the effect of EB on food intake and body 

weight in female rat  

 The first experiment was performed to show the cyclic pattern of FI and BW 

in intact female rat and the effect of exogenous EB (Sigma-Aldrich, Co. USA) in 

OVX rat. After 1 week of adaptation to the housing condition and management, the 

ovarian cycle was monitored as well as FI and BW measurement. Days of the ovarian 

cycle were identified using vaginal cytology (VC) with the standard identification 

criteria as previous described (Asarian & Geary., 2002). Daily vaginal mucosal 

samples were obtained about 1 h prior the onset of dark phase. A cotton swab moisted 

with warm saline was inserted gently to the vaginal cavity. The sample was 

transferred to the slide and examined under the light microscope (Olympus). Cycle 

day lebels (D1, diestrus 1; D2, diestrus 2; P, proestrus; and E, estrus) were assigned to 

the 24-h period ending at the time of VC evaluation. Either 4-day or 5-days cycles 

were detected from all rats used in the current experiment, however, only 4-day cycle 

data was used to demonstrate the FI pattern from intact female rats.  

After 2-3 ovarian cycles were recorded, all rats were ovariectomized as 

described previous. The effect of exogenous estradiol on FI and BW was investigated 
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1 week after OVX.  According to the 4-day of ovarian cycle, the day of EB injection 

(2µg/ rat subcutaneously every fourth day at midlight phase) was marked as day 2 of 

treatment cycle and corresponded to D2 in intact rat. Plasma E2 was rapid increased 

within 3 hr (peak at 6 hr), maintain until 15 hr and gradually decreased during the 

next day (the first dark and light day; day 3 of treatment cycle). This pattern of plasma 

E2 was comparable with the pattern from P in intact female rat. FI, however, was not 

changed during this period. From the second dark and light day (day 4 of treatment 

cycle), FI was decreased similar to the pattern observed from E in intact female rat. 

All rats were observed for FI and BW for 4 cycles of EB treatment.  

 

Experiment 2: The fourth ventricle continuous infusion of ICI attenuated 

estrogenic control of food intake  

The second experiment was performed to investigate the effect of hindbrain 

ERα blockage on the E2 effect of FI via the 4
th

 icv ICI infusion over a period of 14 

days as depicted in Fig 2. OVX rat (n = 10 per group) was cannulated directly to the 

4
th

 ventricle and connected with the OP contained either ICI, at the concentration 4 

and 8 nM, or vehicle (1% DMSO in normal saline). This yielded 3 treatment groups; 

control, 4 nM ICI and 8 nM ICI. Rats were allowed 4 days to recover from surgery. 

At the mid light phase of day 6 postsurgery, half the rats from each group was 

injected subcutaneously with 2 µg EB, another half was injected with sesame oil as 

vehicle control. Injections were reversed on day 12 postsurgery. With this within-

subject design, each group received single injection of EB. FI & BW were monitored 

throughout the experimental period.           
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Fig 2 Experimental days (dark/light phase=black/white bars) after 4
th

 icv and osmotic pump infusion 

(black arrow). Rats in each group received oil or EB injection on day 6 and 12 (red arrows). FI and BW 

were monitored throughout the experimental period. With this method, the expected days of estrus 

were day 8 and 14. 

   

Experiment 3: The fourth ventricle continuous infusion of ICI and brain ERα 

expression 

 If hindbrain ICI infusion could block or attenuate E2 effect of FI, the third 

experiment was designed to study the potential mechanism by which ICI attenuated 

E2 effect of FI. In this experiment, OVX rats (n=10 per group) were divided into 8 nM 

ICI or 1%DMSO 4
th

 icv infusion as described in experiment 2. FI and BW were 

measured until a day before the end of experiment (14 days). As described previous, 

all rats were deeply anesthetized and perfused at day 13 post-surgery. Brain was 

collected and processed for ERα immunohistochemistry.  

 

Statistical analysis 

Data from the experiment that contain either multiple time points or 2 factors 

were analyzed using one way or two way analysis of variance (ANOVA) followed by 

Bonferroni posttest. Data of two experimental groups were compared with student t 

test. Significant main effects were followed up with pair wise comparisons using 

Bonferroni posttest. All data were presented as mean ± SEM. 
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RESULTS  

Experiment 1: The cyclic pattern and the effect of estradiol benzoate on food 

intake and body weight in female rat 

 Daily FI from both intact female and EB treated OVX Wistar rats revealed the 

estrogenic effect of eating behavior (Fig 3a). During estrous cycle, intact female 

Wistar rats showed significant decreased pattern of daily FI (F3,63= 6.72, P<0.05). In 

OVX rats, estradiol treatment also decreased FI significantly (F3,57= 9.67, P<0.05). 

The difference of FI between diestrus day 1 (D1) and estrous day (E) in the intact rat 

and between day 1 and day 4 of EB treatment days was apparently no significant (t40 

= 0.65, P>0.05, Fig 3b). In addition, BW from both intact and OVX rat were 

increased significantly during the observation period (Fig4, F3,63= 33.26 and  F3,57= 

14.52, P<0.05, respectively). 

        

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig 3a Daily FI from cyclic intact rat (triangle) and EB treated OVX rat (square). * Significant lower FI 

at E or day 4 than at day 1/2  or D1/D2, # Significant lower FI form cyclic intact rat than from EB 

treated OVX rat, P<0.05.  
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Fig 3b The comparable effects of endogenous E2 in intact rat (white bar) and exogenous E2  in OVX rat 

(black bar) on FI.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 4 Body weight from cyclic intact rat (triangle) and EB treated OVX rat (square).              * 

Significant lower FI at E or day 4 than at day 1/2  or D1/D2, # Significant lower FI form cyclic intact 

rat than from EB treated OVX rat, P<0.05. 
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Experiment 2: The fourth ventricle continuous infusion of ICI attenuated 

estrogenic control of food intake  

 Continuous administration of ERα antagonist (ICI) into hindbrain via the 4
th

 

ventricle cannulation revealed that both 4 and 8 nM ICI could attenuate the exogenous 

estradiol effect of FI. In 1%DMSO hindbrain infusion groups, there was clear effect 

of estradiol on daily FI pattern (Fig 5a, F3,48= 3.54, P<0.05). However, daily FI 

patterns from 4 nM ICI hindbrain infusion were not different comparing between oil 

and EB treatment throughout the observation periods (Fig 6a, F3,54= 0.37, P>0.05). 

The similar patterns of FI was seen when both oil and EB treated rats were infused 

with 8 nM ICI (Fig 7a, F3,54= 1.17, P>0.05). On day 4 of the EB treatment regimen 

(Fig8), there was significant effect of EB on FI from DMSO hindbrain infusion 

groups (t17= 3.34, P<0.05). However there were no effect of EB on daily FI from both 

4 and 8 nM ICI hindbrain infusion doses (t19= 2.04 and 1.49, P>0.05).  

 BW (Fig 5b, 6b and 7b) from all 3 groups of hindbrain infusion increased 

significantly through the experimental period (DMSO/F3,48= 2.97,  4nM/F3,54= 4.60, 

8nM/F3,54= 8.54; P>0.05). However, increased BW in the current experiment mainly 

came from oil treatment groups. This is because, BW from all 3 hindbrain infusion 

group increased significantly in oil treatment groups (DMSO/F3,24= 13.34,  

4nM/F3,27= 3.51, 8nM/F3,27= 5.41; P<0.05). Further, EB treatment could restore BW 

in DMSO and 4 nM hindbrain infusion (F3,24= 0.73,  F3,27= 1.68; P>0.05, 

respectively), but not in 8 nM hindbrain infusion (F3,27= 3.54; P<0.05).                    
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Fig 5 In 1% DMSO hindbrain infusion group, (a, upper) daily FI from oil treatment group (triangle) 

was comparable during 4 days experiment. However, FI from EB treatment group (square) decreased 

gradually during 4 days experiment. At day 4, FI from EB group was lower than form control group. 

(b, lower) BW from both oil and EB treatment group increased significantly during 4 days experiment. 

Daily FI from each experimental day is the cumulative amount of FI from dark and light period (dark 

and white bars). The injection of oil or EB was done at mid-light phase of day 2 (arrow).  * Significant 

different FI , P<0.05. # BW was increased significantly in oil treatment group across the experiment 

period, P<0.05. 
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Fig 6 In 4 nM ICI hindbrain infusion group, (a, upper) daily FI from both oil (triangle) and EB (square) 

treatment groups was comparable. In addition, FI from EB treatment group slightly decreased across 4 

days experiment; however, this was not significant. At day 4, FI from EB group was not significant 

different from control group. (b, lower) BW from both oil and EB treatment group increased 

significantly during 4 days experiment. Daily FI from each experimental day is the cumulative amount 

of FI from dark and light period (dark and white bars). The injection of oil or EB was done at mid-light 

phase of day 2 (arrow). # BW was increased significantly in oil treatment group across the experiment 

period, P<0.05. 
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Fig 7 In 8 nM ICI hindbrain infusion group, (a, upper) daily FI from both oil (triangle) and EB (square) 

treatment groups was comparable. In addition, FI from EB treatment group slightly decreased across 4 

days experiment; however, this was not significant. At day 4, FI from EB group was not significant 

different from control group. (b, lower) BW from both oil and EB treatment group increased 

significantly during 4 days experiment. Daily FI from each experimental day is the cumulative amount 

of FI from dark and light period (dark and white bars). The injection of oil or EB was done at mid-light 

phase of day 2 (arrow). # BW was increased significantly across the experiment period in both oil and 

EB treatment groups, P<0.05. 
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Fig 8 Daily FI at day 4 of experimental period from 1%DMSO, 4 nM and 8 nM hindbrain infusion 

groups treated with either oil or EB. There was significantly lower of FI in EB than in oil group in 1% 

DMSO hindbrain infusion. * Significant different FI , P<0.05. 

 

Experiment 3 The fourth ventricle continuous infusion of ICI and brain ERα 

expression 

 This experiment revealed a potential mechanism by which ICI attenuated E2 

effect of FI. Fist, hindbrain infusion of ICI alone had no effect of both FI (Fig 9a) and 

BW (Fig 9b). Daily FI was decreased significantly on the day after surgery (F12,216 = 

23.36; P<0.05). Importantly, FI from both groups were similar to the level before 

surgery by day 3 after surgery (t9 = 0.15 and 0.86; P<0.05). Moreover, daily FI from 

both 1%DMSO and 8 nM ICI hindbrain infusion groups were not significantly 

different throughout the experiment period (F1,216 = 0.95; P>0.05).  BW from both 

1%DMSO and 8 nM ICI hindbrain infusion groups were not significantly different 

from each group (F1,198 = 0.93; P>0.05) but increased throughout the experimental 

period (F11,198 = 47.23; P<0.05). 
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 Second, results from ERα IHC revealed that 8 nM ICI hindbrain infusion had 

no effect on the number of ERα positive neurons from forebrain sites (Fig 10) 

including PAO (Fig 10a, t9 = 0.92; P>0.05), VMH (Fig 10b, t8 = 0.09; P>0.05) and 

Arc (Fig 10c, t8 = 1.10; P>0.05). Unfortunately, the same ERα IHC could not detect 

ERα positive neurons from hindbrain.            

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig 9 ICI hindbrain infusion didn’t affect FI and BW in OVX rat.  (a, upper) Daily FI throughout 12 

days of 4
th

 icv period. The effect of surgery was mark during 2 days after 4
th

 icv. However, there was 

no different of FI between groups. (b, lower) BW recorded in the same day as FI. There was significant 

increase in BW over time but not between groups. * Significant different FI from presurgical day , 

P<0.05. # Significant increase in BW , P<0.05.   
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Fig 10 ICI hindbrain infusion didn’t affect the number of ERα immunopositive cells at the selected 

hypothalamic forebrain: (a, upper) Medial preoptic nucleus (PAO), (b, center) Ventromedial 

hypothalamic nucleus (VMH) and (c, lower) Arcuate nucleus of hypothalamus (Arc).   
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DISCUSSION 

Estrogens inhibit eating in female animals by activating ER in the brain. Both 

hypothalamic forebrain and the nucleus tractus solitarius of hindbrain appear to be the 

sites mediated this phenomena. The current experiment revealed that hindbrain 

infusion of the pure estrogen receptor antagonist, ICI, could attenuate E2 effect on FI. 

Further, ICI hindbrain infusion didn’t affect the number of ERα positive neuron form 

forebrain nuclei. The results suggested that ICI apparently attenuated E2 effect on FI 

in hindbrain and that hindbrain nucleus is in part required for this action. 

In the current experiment, we first showed the pattern of FI in ovarian intact 

female and exogenous E2 supplemented OVX Wistar rats. In intact rat, we 

demonstrated that across the ovarian cycle there was a decrease in pattern of FI that 

has been reported previously (Asarian and Geary., 2002; Blaustein and Wade., 1976). 

We showed further that in OVX rat the cyclic injection of E2 mimic eating pattern of 

intact female rat. Importantly, the effect from both endogenous E2 fluctuation and 

exogenous E2 supplementation was comparable. The results emphasized that with our 

condition we could replicate the physiological model of cyclic supplementation of E2 

on FI in OVX rat (Asarian and Geary., 2002). We then used this method as standard 

model to investigate the site and mechanism of E2 effect on FI in the current 

experiment.  

Several previous reports indicated that in female rat E2 acts centrally in the 

brain to decrease FI. Administration of small E2 to many hypothalamic nuclei of 

forebrain revealed the potential site(s) of E2 on FI effect (Wade and Zucker, 1970; 

Nunes et al., 1980; Dagnault and Richard, 1997; Palmar and Gray, 1986;  Butera and 

Beikirch, 1989; Hrupka et al., 2002; Santollo et al., 2011). However, it is unlikely that 

only hypothalamic nuclei are involved for estrogenic effect of FI. This is because 
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several investigations studied the effect of E2 on CCK and feeding induced c-Fos 

suggested the participation of hindbrain on this action (Eckel and Geary, 2001; Eckel 

et al., 2002; Asarian and Geary, 2007). In addition, we showed directly that the 

activation of ERα at caudal NTS decreased FI (Thammacharoen et al., 2008). 

Therefore we think that the hindbrain NTS appeared to participate for this 

phenomenon as well. In the current experiment, we showed that ICI infusion to 

hindbrain could attenuate, but not complete block, the effect of E2 on FI. This was 

consistent with the previous experiment that revealed the necessary of brain ER for FI 

effect of E2. On those experiment the infusion of ICI directly to the lateral ventricle 

have been demonstrate to attenuate E2 effect on FI as well (Rivera and Eckel., 2010). 

Further, we showed in the same experimental paradigm that hindbrain ICI infusion 

itself had no effect on FI across 12 days of infusion duration. Taken together we 

conclude that both lateral and 4
th

 ventricle infusion of 4 nM ICI could attenuate E2 

effect on FI in OVX female rat. At this point, the current experiment does not disclose 

whether hindbrain ER require for E2 effect on FI.   

A long hydrophobic side chain of pure ER antagonist, ICI, has been shown to 

play the major role on the ER antagonist mechanisms (Osborne et al., 2000). The 

antiestrogenic action of ICI was different from other groups of the selective estrogen 

receptor modulator (SERM). Besides AF1 and AF2 ER transactivation blocking and 

dimerization impairment, ICI inhibit estrogenic action most importantly by promote 

ER degradation (Dauvois et al., 1992; Htun et al., 1999; Long and Nephew, 2006). 

Because most of the studies that investigate the mechanisms of ICI antagonist came 

from the experiment performed in cell culture condition, it is still difficult to conclude 

the detail mechanisms that ICI could block or attenuate any E2 effect in vivo.  One of 

the in vivo antagonist mechanism came from the measurement of [
3
H] labeled E2 in 
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brain and uterus after ICI injection in Syrian hamster and rat. The results clearly 

demonstrated that ICI could decrease cell nuclear binding of [
3
H] labeled E2 up to 

90% in rat and 50% in Syrian hamster (Wade et al., 1993a; Wade et al., 1993b). In the 

brain, the fluctuation of ER immunopositive neurons has been demonstrated across 

ovarian cycle in female rats (Shughrue et al., 1998; Child et al., 2001; Helena et al., 

2006; MendozaGarces et al., 2011;). If ER degradation is one important mechanism 

of antiestrogenic effect of ICI, we would like to investigate the effect of ICI hindbrain 

infusion on the number of ER immunopositive neurons in vivo in our experimental 

condition. As expected we demonstrated that ERα immunopositive neurons from the 

forebrain hypothalamic nuclei (POA, VMH and Arc) were comparable between 

control and ICI hindbrain infusion at day 13 of ICI hindbrain infusion. Unfortunately, 

we could not see any ER immunopositive neurons with the same IHC technique from 

hindbrain NTS. The result suggested that infusion of ICI directly to hindbrain did not 

affect the number of ER from selected hypothalamic nuclei of forebrain. Whether 

hindbrain infusion of hindbrain could modify ER positive neurons from hindbrain 

NTS remain to be investigated.        

Our current results are relevant to the identification of brain site(s) where E2 

decreases FI in female rate. We showed previously that the hindbrain NTS is 

sufficient for estrogenic control of FI in female rat (Thammacharoen et al., 2008).  

The attenuation effect of hindbrain ICI infusion on estrogenic effect of FI suggested 

that an anorexigenic effect of E2 depends in part on the activation of ERα in the 

hindbrain. 
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Abstract 

 

Estrogen (E2) inhibits food intake by activating estrogen receptor within the brain. We 

showed that activated hindbrain ERα, by E2 implantation, is sufficient to inhibit eating 

in OVX rats. To investigate that hindbrain ERα is required for estrogenic control of 

eating, ICI infusion to the 4
th

 intracerebroventricular (4th icv) was performed to test 

the inhibition effect of estrogen on food intake.  

We first demonstrated the effect of E2 on food intake in our condition. Female intact 

Wistar rat showed clear typical pattern of eating across the ovarian cycle. Estradiol 

benzoate (EB) treatment in OVX rats decreased food intake significantly. The results 

revealed that exogenous E2 mimic eating pattern as in female intact rat. We 

demonstrated next that the 4
th

 icv infusion of 4nM and 8nM ICI could attenuate the 

effect of EB on food intake. On day 4 of the EB treatment regimen, there was 

significant lower daily food intake from EB than from oil treatment in DMSO 4
th

 ICV 

group. However, the effect of EB on food intake was compromised from both 4nM 

and 8nM ICI groups. These results support previous report that central infusion of ICI 

could attenuate estradiol’s anorexigenic effect. Importantly, the current results also 

suggested that hindbrain appear to be the site required for estrogenic effect of food 

intake. In conclusion, the hindbrain infusion of ICI attenuated the exogenous 

estrogenic effect on food intake in female rat.  
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