SERGIO MURILO STEFFENS

INGESTAO DE ALIMENTO APOS A ATIVACAO DE
RECEPTORES 5-HT;, DO NUCLEO ARQUEADO DO
HIPOTALAMO E DA AREA HIPOTALAMICA LATERAL DE
RATAS EM DUAS FASES DO CICLO ESTRAL

Floriandpolis - SC
2009



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM NEUROCIENCIAS

SERGIO MURILO STEFFENS

INGESTAO DE ALIMENTO APOS A ATIVACAO DE
RECEPTORES 5-HT;, DO NUCLEO ARQUEADO DO
HIPOTALAMO E DA AREA HIPOTALAMICA LATERAL DE
RATAS EM DUAS FASES DO CICLO ESTRAL

Tese apresentada a Universidade
Federal de Santa Catarina para
obtencdo do titulo de Doutor em
Neurociéncias.

Floriandpolis - SC
2009



Catalogacdo na fonte pela Biblioteca Universitaria da
Universidade Federal de Santa Catarina

5817 Steffens, Sérgio Murilo
Ingestdo de alimento apds a ativacdo de receptores
5-HT1A do ntcleo arqueado do hipotédlamo e da area
hipotaldmica lateral de ratas em duas fases do ciclo
estral [tese] / Sergio Murilo Steffens ; orientadora,
Marta Aparecida Paschoalini. - Floriandépolis, SC
101 f.: tabs., grafs.

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Santa
Catarina, Centro de Ciéncias Bioldgicas. Programa de
Pbs-Graduacdo em Neurociéncias.

Inclui bibliografia

1. Ingestdo de Alimentos. 2. Hipotélamo.
3. Receptores de serotonina. I. Paschoalini, Marta
Aparecida. II. Universidade Federal de Santa Catarina.

Programa de Pdés-Graduacgdo em Neurociéncias. III. Titulo.

CDU 612.82




Servico Pl’ll;liCO Federal
Universidade Federal de Santa Catarina
Centro de Ciéncias Biolégicas
Programa de Pés-graduaciao em Neurociéncias
Orientadora: Prof®. Dra. Marta Aparecida Paschoalini

Doutorando: Sérgio Murilo Steffens

AREA DE CONCENTRACAO: NEUROPSICOBIOLOGIA

CONTROLE NEURAL DO METABOLISMO E DO COMPORTAMENTO
INGESTIVOS

Titulo da Tese:

Ingestio de alimento apos a ativacao de receptores 5-HT;, do nicleo
arqueado do hipotalamo e da area hipotalamica lateral de ratas em

duas fases do ciclo estral

Laboratério da Prof*. Dra. Marta Aparecida Paschoalini, Prof. Dr. Jos¢ Marino Neto e

Prof. Dr. Moacir Serralvo

Departamento de Ciéncias Fisioldgicas - CCB — UFSC

Floriandpolis — SC


http://www.ccb.ufsc.br/neurociencias/MARTA.html
http://www.ccb.ufsc.br/neurociencias/MARTA.html

BANCA EXAMINADORA

MEMBROS TITULARES

1. Profa. Dra. Marta Aparecida Paschoalini

Departamento de Ciéncias Fisiologicas — CCB — UFSC

3. Profa. Dra. Adelina Martha dos Reis

Instituto de Ciéncias Biologicas - ICB — UFMG

2. Prof. Dr. Candido Celso Coimbra

Instituto de Ciéncias Biologicas - ICB — UFMG

4. Profa. Dra. Thereza Christina Monteiro Lima

Departamento de Ciéncias Fisiologicas — CCB — UFSC

5. Prof. Dr. José Marino-Neto

Departamento de Ciéncias Fisiologicas — CCB — UFSC

MEMBRO SUPLENTE

1. Prof. Dr. Vander Baptista

Departamento de Ciéncias Fisiologicas — CCB — UFSC

Florianopolis, 08 de Julho de 2009.



AGRADECIMENTOS

A Prof* Dra Marta Aparecida Paschoalini, por ter me aceito no programa de Doutorado
em Neurociéncias e acreditado no meu potencial para desenvolver este projeto de
pesquisa.

Para meus queridos pais, Elisio Steffens e Olga Meurer Steffens, pela sua dedicacao,
apoio, carinho e amor indispensaveis na minha formag¢do ¢ em toda minha vida.

Para meus familiares, pelo constante apoio e carinho.

Para meus colegas de laboratorio (Luana, Aparecida, Isabel, Amanda, Luciana, Rubia,
Samira), pelo carinho e apoio nos momentos certos. Sem todos vocés, ndo chegaria
aqui.

Aos Prof°. Dr. Jos¢ Marino-Neto e Moacir Serralvo, por abrirem as portas de seus
laboratdrios e me darem a oportunidade de ter realizado este trabalho. Obrigado pela
confiancga, paciéncia e orientacao dispensada.

Aos alunos de iniciagdo cientifica (em especial, a Danielle Beckman) por ter aparecido
no momento certo, me auxiliando no desenvolvimento deste trabalho.

Aos funciondrios do Departamento de Ciéncias Fisiologicas, Ana Claudia, Péricles,
Dona Vilma e Seu Carlao, pelo apoio e momentos vividos.

A Capes e ao CNPq pelo apoio financeiro.

A todos os animais utilizados neste estudo, pois sem eles nada disso poderia ter sido
realizado.

E, acima de tudo a Deus, que sempre esta iluminando meu caminho ¢ me dando forgas
para lutar e seguir trabalhando e batalhando.



Resumo

Steffens SM. Ingestdo de alimento apos a ativagao de receptores 5-HT s do nucleo
arqueado do hipotdlamo e da 4rea hipotalamica lateral de ratas em duas fases do ciclo
estral [tese]. Florianopolis: Pds-graduacdo em Neurociéncias, Universidade Federal de
Santa Catarina; 2009.

O presente estudo examinou os efeitos da injecdo local de metergolina (MET,
antagonista de receptores 5-HT; e 5-HT,. 0, 2 e 20nmol), 8-hidroxi-2-(di-n-
propilamino)-tetralina (8-OH-DPAT, agonista de receptores 5-HT;o e 5-HT7. 0, 6 e
6nmol) e de 8-OH-DPAT (6nmol) em ratas pré-tratadas com maleato de ciclo hexano
carboxamida n-[2-[4-(2-metoxifenil)-1-piperazinil]etil]-n-(2-piridinil) (WAY 100635,
antagonista seletivo de receptor 5-HT;4, 37nmol) no ntcleo arqueado (ARC) e na area
hipotaldmica lateral (AHL), nos comportamentos ingestivos e ndo ingestivos de ratas.
Estes efeitos foram examinados durante as fases de estro ou diestro e as ratas foram
adaptadas com dieta enriquecida com sacarose 10% durante 1h, por 3 dias consecutivos,
na caixa de experimento. Os resultados mostraram que a inje¢cdo de 8-OH-DPAT na
AHL reduziu a ingestdo de alimento em todas as doses e em ambas as fases do ciclo
estral, enquanto que no ARC esse tratamento desencadeou uma resposta hipofagica,
somente na maior dose de 8-OH-DPAT e apenas na fase de estro. A administragdo de
MET (em todas as doses) no ARC ndo afetou a ingestdo alimentar durante ambas as
fases do ciclo estral examinadas. Ocorreu uma reducdo na ingestdo de alimento apos a
injecdo de ambas as doses de MET na AHL de ratas durante as fases de estro e diestro.
Na fase de estro, a injecao da maior dose de 8-OH-DPAT no ARC e na AHL diminuiu a
duragdo da ingestdo de alimento. A laténcia para iniciar o consumo de alimento, a
ingestdo de agua e de outros comportamentos ndo ingestivos ndo foi afetada pela
administracao de 8-OH-DPAT ou MET no ARC ou na AHL em ambas as fases do ciclo
estral. O pré-tratamento com WAY 100635 na AHL bloqueou o efeito hipofagico
desencadeado pela injecdo de 8-OH-DPAT (6nmol) durante as fases de estro e diestro.
O pré-tratamento com WAY 100635 no ARC bloqueou a resposta hipofagica, bem
como a redugdo na duracao do consumo de alimento desencadeado pela inje¢dao de 8-
OH-DPAT na fase de estro. A laténcia para iniciar a ingestdo de alimento, ingestdao de
agua, bem como a duragdo dos outros comportamentos ndo ingestivos, nao foi afetada
pelos diferentes tratamentos efetuados, pela regido hipotalamica examinada (ARC ou
AHL) ou pelas diferentes fases do ciclo estral estudadas (estro e diestro). Estes
resultados indicam que receptores 5-HT;o participam no controle serotoninérgico de
mecanismos relacionados a regulagdo da ingestao de alimentos localizados no ARC e na
AHL. Estes circuitos serotoninérgicos relacionados com ingestdo de alimento em ambas
as areas sdo, possivelmente, afetados por hormonios esterdides ovarianos, que poderiam
aumentar a sensibilidade dos neurénios do ARC aos efeitos hipofagicos desencadeados
pela injecdo de 8-OH-DPAT, ou aumentar a eficicia de sinais de saciedade que
desencadeiam o término do consumo de alimento. Além disso, este estudo indica que
circuitos serotoninérgicos localizados no ARC e na AHL ndo exercem uma atividade
inibitoria tonica sobre circuitos neuronais relacionados com a ingestao de alimento.

Descritores: Ingestao de alimento; hipotalamo; receptores 5-HT; ciclo estral.



Abstract

Steffens SM. Food intake after the activation of 5-HT s receptors of the arcuate nucleus
and the lateral hypothalamic area of rats in different estrous cycle stages [thesis].
Florianopolis: Neuroscience Pos-grade, Federal University of Santa Catarina; 2009.

This study examined the effects of local injections of metergoline (MET, 5-HT;
and 5-HT, receptor antagonist, 0, 2 and 20nmol), 8-hydroxy-2-(di-n-propylamino)-
tetralin (8-OH -DPAT, 5-HT; and 5-HT; receptor agonist, 0, 0.6 and 6nmol) and 8-
OH-DPAT (6nmol) in rats pre-treated with N-[2-[4-(2-methoxyphenyl)-1-
piperazinyl]ethyl]-N-(2-pyridinyl) cyclohexane carboxamide maleate (WAY 100635,
full 5-HT,4 receptor agonist, 37nmol) into the arcuate nucleus (ARC) and the lateral
hypothalamic area (LHA) on ingestive and non-ingestive behaviors of female rats.
These effects were examined during the diurnal periods of estrus or diestrus in rats
adapted to eat a wet mash diet (enriched with 10% sucrose) during 1h by 3 consecutive
days at the recording chamber. The results showed that 8-OH-DPAT injected into the
LHA reduced food intake at all doses and both cycle stages, while in the ARC these
treatment evoked hypophagic response only at the highest 8-OH-DPAT dose and only
at the estrus phase. MET administered into the ARC (at all doses) failed to affect food
intake during both estrous stages. In contrast, food intake decreased after injection of
both doses of MET into the LHA of rats during estrus and diestrus phases. In estrus
stage, injections of the higher dose of 8-OH-DPAT into the ARC and into the LHA
decreased the duration of feeding. Latency to start feeding, drinking and non-ingestive
behaviors were not affected by 8-OH-DPAT or MET treatments in the ARC or LHA in
both cycle phases. The LHA pretreatment with WAY 100635 suppressed the
hypophagic effects evoked by 8-OH-DPAT (6nmol) injection during estrus as well as
diestrus. The ARC pretreatment with WAY 100635 blocked the hypophagia evoked by
8-OH-DPAT in estrus rats. The previous treatment with WAY 100635 in the ARC also
suppressed the feeding duration decrease evoked by 8-OH-DPAT in estrus. Latency to
start feeding, drinking as well as the duration of other non-ingestive behaviors were not
affected by different treatments performed, hypothalamic regions examined (ARC or
LHA) or the different estrous cycle stage studied (estrus and diestrus).These results
indicated that 5-HT; s receptors participate in the serotonergic control of feeding-related
mechanisms located at the ARC and the LH. These feeding-related serotonergic circuits
in both areas are possibly affected by ovarian hormones that could increase sensitivity
of ARC neurons to the hypophagic effects of 8-OH-DPAT or increase the efficacy of
satiety signals that terminate feeding. In addition, the present data indicated that
serotonergic inputs do not exert a tonic inhibitory activity on the ARC and LH feeding-
related circuits.

Descriptors: Food intake; hypothalamus; 5-HT receptors; estrous cycle.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, o mecanismo neuroendocrinolégico envolvido na
regulacdo da ingestao de alimento e do balanco energético ¢ um dos eventos fisiologicos
mais largamente estudado. Isto, devido, principalmente, a maior incidéncia de
transtornos causados por disturbios alimentares como: obesidade, anorexia nervosa e

bulemia (Erlanson-Albertsson, 2005; Ogden et al., 2006; Simpson et al., 2009).

Os mecanismos que controlam a ingestdo de alimento envolvem uma complexa
interagdo de sinais periféricos e do sistema nervoso central (SNC), que sdo
influenciados ndo somente pela avaliacdo do alimento e do balango energético, mas

também, por fatores genéticos, psicologicos e ambientais (Schwartz et al., 2000).

Os peptideos e hormonios secretados pelo trato gastrintestinal (TGI) ocupam um
papel primério na complexa intera¢do neuroendocrina que sdo a base da regulagdo da
ingestdo de alimento. Esses peptideos e hormonios gastrintestinais podem atuar
perifericamente e, também, diretamente em receptores localizados nos neurdénios do
hipotdlamo e do tronco encefalico, que sdo regides do SNC que fazem parte do controle
central do apetite. A eminéncia mediana e a area postrema sdo caracterizadas por uma
fragilidade na barreira hemato-encefélica, sendo assim, estruturas do SNC proximas,
tais como o nucleo arqueado do hipotdlamo (ARC) e o nucleo do trato solitario (NTS),
respectivamente, estdo suscetiveis as influéncias de fatores circulantes (Chaptini e
Peikin, 2008). Entre os mais extensivamente estudados encontra-se a insulina, a leptina,
a colecistocinina (CCK), o polipeptideo pancreatico (PP), o peptideo YY (PYY), o
peptideo semelhante ao glucagon-1 (GLP-1), a oxintomodulina (OXM) e a grelina.

Exceto a grelina, todos os demais hormodnios atuam no aumento da saciedade e na


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T0N-4RSRDC8-4&_user=687353&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_so
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=outwardLink&_partnerName=3&_targetURL=http%3A%2F%2Fdx.d
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=outwardLink&_partnerName=655&_targetURL=http%3A%2F%2Fww
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=outwardLink&_partnerName=656&_targetURL=http%3A%2F%2Fww
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reducdo da ingestdo de alimentos. Além destes, outros peptideos e hormdnios modulam

aregulacdo da ingestdo de alimento, conforme descrito no Quadro 1.

Quadro 1. Efeitos de peptideos ¢ hormdnios sobre a ingestdo de alimentos (Adaptado de
Schwartz et al., 2000; Morton et al., 2006; Meister, 2007).

Anorexigeno Orexigeno

Colecistocinina (CCK) Cortisol

Hormonio estimulante de a-melanodcito |Endorfinas

(a-MSH)

Hormonio liberador de corticotropina  |Galanina

(CRH)

Insulina e leptina Grelina

Oxintomodulina (OXM) Hormonio concentrador de melanina (MCH)

Peptideo semelhante ao glucagon-1 Neuropeptideo Y (NPY)

(GLP-1)

Peptideo YY (PYY) Orexinas A e B

Transcrito regulado pela cocaina e Proteina relacionada ao agouti (AgRP)
anfetamina (CART)

1.1. Regulag¢io central da ingestao de alimento

As principais regides encefalicas envolvidas na regulagdo da ingestdo de
alimento s3o o hipotdlamo e o tronco encefilico (Murphy e Bloom, 2006). O
hipotalamo foi um dos primeiros locais do SNC a ser envolvido na regulagdo da
ingestdo de alimento. Esta regido do SNC também estd intimamente associada com a
regulagdo de fungdes organicas basicas, tais como a sede, a reproducdo, a temperatura e

o balanco hormonal.

O hipotalamo ¢ constituido, histologicamente, por mais de 40 distintas areas e
nucleos, que podem ser divididas em diferentes nucleos e areas. As areas e nucleos

hipotalamicos envolvidos na regulagcdo da ingestdo de alimento e do balango energético
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incluem o ARC, o nucleo paraventricular (PVN), o nucleo ventromedial (VMN) e o
nucleo dorsomedial (DMN) e as areas hipotalamica lateral (AHL) e perifornical (APF)
(Schwartz et al., 2000; Morton et al., 2006; Murphy e Bloom, 2006; Meister, 2007;
Simpson et al., 2009). Na por¢ao anterior do hipotdlamo anterior esta localizado o PVN
e na por¢do médio-basal do hipotalamo estdo localizados os nucleos ARC, o VMN, o

DMN e as areas AHL e APF.

Inicialmente, varios experimentos com a utilizagdo de lesdes e estimulagdes de
nucleos hipotaldmicos, sugeriram o papel de centro da saciedade ao VMN e de centro
da fome a AHL (Stellar, 1954). Posteriormente, outros trabalhos mostraram que lesdes
de varios nucleos hipotaldmicos médio-basais resultavam em roedores obesos,
diminuicdo da atividade fisica e disturbios neuroenddcrinos. A destrui¢do do ARC apos
administracdo sistémica de glutamato monossodico em ratos produzia hiperfagia e
obesidade (Olney, 1969), enquanto lesdes do VMN resultavam também no aumento da
ingestao de alimento e do peso corporal (Debons et al., 1977). Da mesma forma, lesdes
situadas em nucleo anterior do hipotdlamo (PVN) igualmente conduziam a hiperfagia e

ganho de peso corporal em roedores (Olney, 1969).

Ao longo das ultimas duas décadas, importantes avancos foram feitos para
esclarecer as vias neuronais, os mediadores quimicos e os mecanismos de transducao de
sinais intracelulares ou extracelulares que contribuem para o processo de regulacido da
ingestdo de alimento e do balanco energético no hipotdlamo (Stanley et al., 2005;
Morton et al., 2006; Simpson et al., 2009). Embora muitas outras areas cerebrais
envolvidas na regulacdo da ingestdo de alimento sejam pesquisadas, sabe-se que, no
hipotdlamo, o ARC desempenha um papel integrador na regulacdo homeostatica da
ingestdo de alimento, recebendo sinais da periferia (via tronco encefalico e barreira

hemato-encefalica) (Broadwell e Brightman 1976; Niswender e Schwartz, 2003; Small
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e Bloom, 2004). Alguns hormoénios gastrintestinais, pancredticos e do tecido adiposo
sdo transportados pela barreira hemato-encefalica para os neurdnios do ARC, tais como:
insulina (Banks, 2004), leptina (Banks et al., 1996), grelina, CCK, OXM e PYY (Kastin
et al., 2002; Nonaka et al., 2003). Esses peptideos e hormonios modulam a atividade dos
neurdnios do ARC, que projetam eferéncias para outros nucleos hipotalamicos, como o
PVN, a AHL e o VMN, onde ocorreria a liberacdo de mais peptideos orexigenos ou
anorexigenos para modular a ingestdo de alimento e o balango energético (Figura 1)
(Schwartz et al., 2000; Stanley et al., 2005; Berthoud, 2007; Valassi et al., 2008;

Chaptini e Peikin, 2008; Simpson et al., 2009).

HIF OTALARMO

GLP-1 Sangue

Figura 1. Principais ntcleos hipotalamicos, neuropeptideos e vias envolvidos na regulagdo da
ingestdo do alimento. Os peptideos e hormoénios circulantes (grelina, leptina, insulina, PYY,
OXM, GLP-1, CCK) agem diretamente no ARC provocando alteracdes nos circuitos
peptidérgicos que modulam o controle da ingestdo de alimento. No ARC existem neurdnios que
co-expressam NPY/AgRP (orexigeno) e outros que co-expressam POMC/CART (anorexigenos)
e os circuitos neuronais dessas regides hipotalamicas utilizam receptores e neuropeptideos
especificos, como por exemplo, o hormoénio liberador da corticotropina (CRH), o horménio
liberador da tireotropina (TRH), o fator neutréfico derivado do encéfalo (BDNF), a orexina, o
hormonio concentrador de melanina (MCH), o NPY, a AgRP, a POMC, o CART e os
endocanabinodides e o receptor endocanabindide do tipo 1 (CB-1) (adaptado de Simpson et al.,
2009).
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Além disso, o ARC contém ao menos dois grupos neuronais que apresentam
acOes opostas relacionadas a ingestdo de alimento. Um grupo de neurdnios expressa
peptideos relacionados com a inibicdo da ingestdo de alimento, co-expressando o
transcrito regulado pela cocaina e anfetamina (CART) e o hormonio estimulante do o-
melandcito (a-MSH, derivado da pro-opiomelanocortina — POMC) (Elias et al., 1998a;
1998b; Kristensen et al., 1998). Estes neurdnios projetam uma ampla rede de eferéncias
dentro do SNC e do proprio hipotdlamo (AHL, APF, PVN e DMN) (Elias et al., 1998b;

Elmquist et al., 1998; Kalra et al., 1999).

Outro grupo neuronal expressa peptideos associados ao aumento do consumo de
alimento, como o neuropeptideo Y (NPY) e a proteina relacionada ao agouti (AgRP)
(Chen et al., 1999; Cone et al., 2001; Cowley et al., 2001). Estes neuronios projetam
eferéncias, principalmente, ao PVN ipsilateral e também localmente, dentro do ARC
(Bai et al., 1985). Os neurdnios do ARC que expressam NPY, quando ativados, liberam
localmente GABA, para inibir os neurdnios que expressam POMC. Este grupo neuronal
parece ser o principal alvo das agdes de diversos hormonios que regulam a ingestdo de
alimento, incluindo a insulina, leptina, grelina e CCK (Jobst et al., 2004). Sendo assim,
o ARC parece ser o local de convergéncia de muitos dos sinais centrais e periféricos
que regulam o balango energético do organismo (Figura 1) (Schwartz et al., 2000;
Erlanson-Albertsson, 2005; Stanley et al., 2005; Valassi et al., 2008; Chaptini e Peikin,

2008, Simpson et al., 2009).

Outras regides hipotaldmicas envolvidas na regulagcdo da ingestdo de alimento
sdao as AHL e APF. Na verdade, a APF ¢ uma das areas mais sensiveis para agdo do
NPY induzir a alimentacdo, mais do que o PVN (Stanley et al., 1993). As AHL e APF
contém neurdnios que expressam hormoénio concentrador de melanina (MCH) (Marsh et

al., 2002). Nestas areas, a expressdo de MCH ¢ regulada pelo estado nutricional do
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animal, uma vez que o jejum em ratos desencadeia um aumento na expressao de acido
ribonucléico mensageiro (RNAm) para MCH. A injecdo repetida via
intracerebroventricular (i.c.v.) de MCH na AHL provoca uma resposta hiperfagica (Qu
et al., 1996) e determina um aumento do tecido adiposo em ratos (Marsh et al., 2002).
Inversamente, a administragdo de antagonista de receptor MCH-1 na AHL de ratos
desencadeia uma inibi¢do da ingestdo de alimento e a administragdo cronica leva a uma
reducdo sustentada no peso corporal dos animais estudados (Borowsky et al., 2002). O
excesso de expressdo de pré-pro-MCH resulta em camundongos que apresentam
hiperfagia e obesidade (Marsh et al., 2002), enquanto camundongos que ndo expressam
MCH exibem maior gasto energético, redugdo plasmatica de leptina e redugdo na
expressio de POMC no ARC e, consequentemente, apresentam hipofagia e sdo
extremamente magros (Shimada et al., 1998; Marsh et al., 2002). Os camundongos que
apresentam deplecdo de MCH e leptina tém reduzido ganho de peso e tecido adiposo
comparados com camundongos ob/ob (deficientes de leptina) (Segal-Lieberman et al.,
2003). Esse fato ¢ sugestivo de que o MCH pode ser um mediador do mecanismo de
acdo da leptina e da POMC na regulacdo da ingestdo de alimento e do balango

energético nesta regido hipotalamica.

As AHL/APF também exibem neurdnios que expressam pré-pro-orexina € o
peptideo liberador de orexinas A e B (ou hipocretinas 1 e 2). Estudos imunorreativos na
AHL/APF mostram que populagdes neuronais que expressam orexina sdo diferentes
daquelas que expressam MCH (De Lecea et al., 1998; Sakurai et al., 1998). Os
neurdnios que expressam orexinas projetam uma ampla rede de eferéncias no SNC,
incluindo o ARC, PVN, NTS e o ntcleo motor dorsal do vago (De Lecea et al., 1998;
Peyron et al., 1998). A orexina A tem uma alta afinidade para os receptores orexina-1,

que sdo altamente expressos no VMN. As orexinas A e B apresentam semelhantes
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afinidades para os receptores orexina-2, e, estes, sdo expressos principalmente no PVN
(Sakurai et al., 1998). A sintese de RNAm da pré-pro-orexina € estimulada pelo jejum e
a administragdo i.c.v. de orexina em camundongos desencadeia uma resposta
hiperfagica (Sakurai et al., 1998; Hagan et al., 1999; Haynes et al., 1999). Em modelos
experimentais que utilizam a privacdo alimentar em roedores, a orexina parece mediar a
resposta hiperfagica e o comportamento de procura de alimentos. E possivel que a
orexina também possa agir como um regulador periférico do balango energético, uma
vez que neurdnios que expressam orexinas foram encontrados no TGI. Esses mesmos
neurdnios expressam receptores para orexina e leptina e, esses receptores, parecem ser

ativados por estado de inani¢do (Kirchgessner e Lin, 1999).

Estudos imunohistoquimicos mostraram a presenca de NPY, AgRP, e a-MSH
em terminacdes neuronais na AHL que estdo em contato com neurénios que expressam
MCH e orexina (Broberger et al., 1998; Elias et al., 1998b; Horvath et al., 1999). Os
neurénios da AHL que expressam orexina apresentam receptores para NPY (Campbell
et al., 2003) e para leptina (Horvath et al., 1999) e, portanto, sdo capazes de integrar
suas acgoes. Além disso, um grande numero de neurdnios sensiveis a glicose estd
presente na AHL (Bernardis e Bellinger, 1996), e os neur6nios que expressam orexina
podem desempenhar, também, um papel neste processo regulatorio. J4 foi descrito que a
hipoglicemia aumenta a expressao de RNAm para a orexina e de c-fos (proto-ocncogene
de ativacdo imediata; pertencente da familia Fos) na AHL (Cai et al., 1999; Moriguchi
et al., 1999). Os mecanismos, pelos quais, os neurénios que expressam MCH e orexina

influenciam a ingestao de alimento e o balango energético, continuam a ser estudados.

O PVN atua na integragdo de sinais neuropeptidérgicos, oriundos de diversas
regides encefalicas, incluindo o ARC e tronco encefilico (Sawchenko e Swanson,

1983). Em mamiferos, o PVN interage com trés sistemas efetores: o endodcrino, o
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autonémico e o comportamental (Berthoud, 2007). E um centro integrador, no qual
convergem muitas vias neurais que influenciam a ingestdo de alimento e o balango
energético. E ricamente suprido por projecdes neuronais que expressam NPY/AGRP ¢
POMC/CART, vindas do ARC e proje¢des de neurdnios que expressam orexina, vindas
da AHL (Elmquist et al., 1998). Muitas aferéncias chegam ao PVN oriundas do tronco
encefélico, cOrtex cerebral ¢ areas limbicas (ter Horst e Luiten, 1986). E rico em
terminais contendo numerosos neurotransmissores € neuropeptideos, incluindo NPY, a-
MSH, serotonina, galanina, noradrenalina e peptideos opidides. O hormoénio liberador
de corticotropina (CRH) ¢ expresso por neurdnios no PVN que se projetam a eminéncia
mediana (ARC) (Sarkar e Lechan, 2003) e podem inibir os neurdnios que expressam
NPY oriundos do ARC. A administracdo de agonistas da melanocortina no PVN de
ratos, potencialmente, inibe a ingestdo alimentar (Giraudo et al., 1998; Kim et al.,
2000). Inversamente, a inje¢do de um antagonista de melanocortina no PVN de ratos
estimula a ingestdo alimentar (Giraudo et al., 1998). Registros eletrofisioldgicas de
neurdnios do PVN tém demonstrado que neurdnios expressando POMC do ARC inibem
a sinalizacdo inibitoria GABAérgica dentro do PVN e, assim, reduzem a ingestdo
alimentar. Ao contrario, neurdnios que expressam NPY/AgRP do ARC inibem esta
sinalizagdo GABA¢érgica (Cowley et al.,, 1999) e estimulam a ingestdo alimentar.
Recentes estudos sugerem que os neuropeptideos que regulam a ingestdo de alimento
podem ter uma via de sinalizagdo comum no PVN envolvendo uma proteina cinase
ativada por mitdogeno (MAPK). Farmacologicamente, o aumento da atividade da MAPK
no PVN desencadeia um aumento no consumo de alimento em ratos (Anderson et al.,
2004). Muitos peptideos e hormdnios anorexigenos, tais como leptina, insulina, e os

agonistas da melanocortina reduzem a atividade da MAPK, que regulam a expressdo
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génica no ARC e no PVN, enquanto substancias orexigenas, como AgRP e grelina,

aumentam a atividade da MAPK (Anderson et al., 2004; Minokoshi et al., 2004).

Muitos neuropeptideos que modulam o apetite também influenciam a funcao
endocrina, por exemplo, a funcdo tireoidiana e, consequentemente, o balango
energético. O PVN desempenha um importante papel na integragdo destas fungdes. As
projecdes dos neurdnios que expressam NPY/AgRP e de melanocortina, a partir do
ARC para o PVN, terminam em neurdnios que expressam hormoénio liberador de
tireotropina (TRH) (Legradi e Lechan, 1999; Fekete et al., 2000). E descrito que o NPY
e a AgRP inibem a expressdo de pro-TRH (Fekete et al., 2002), enquanto o a-MSH
estimula a expressdo de pro-TRH e inibe a supressio de TRH induzido pelo jejum
(Fekete et al., 2000). O PVN também contém neurdnios que expressam CRH e as
projecdes de neuronios que contém NPY do ARC influenciam a expressdo e a liberacao
de CRH do PVN, desta forma modulando também o balanco energético (Sarkar e

Lechan, 2003).

O VMN em mamiferos ¢ um grande nucleo hipotalamico e foi considerado, por
muito tempo, desempenhar um importante papel na regulacdo da ingestao de alimento e
do balanco energético, desde a constatacdo de que lesdes bilaterais no VMN induziam
resposta hiperfagica e aumento do tecido adiposo em ratos (Debons et al., 1977). Esse
nucleo apresenta conexdes diretas com o PVN, a AHL e o DMN (Guan et al., 1998). O
VMN recebe projecdes de neurdnios do ARC que expressam NPY/AgRP e a-MSH e,
por sua vez, projetam eferéncias para outros nucleos hipotalamicos (AHL e DMN) e
para regides do tronco encefilico (NTS). Adicionalmente, recebe aferéncias
provenientes do tronco encefalico (ntcleo parabraquial e NTS) e da amigdala ( Huang
et al., 2003). A expressdo de neuropeptideos no VMN ¢ modulada pelo estado

nutricional. Os animais submetidos a priva¢do alimentar apresentam elevada producdo
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de peptideos orexigenos (Guan et al., 1998) e aumento na expressdo de receptores MC-4
no VMN de ratos modificados geneticamente para obesidade (Huang et al., 2003). O
fator neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF) ¢ altamente expresso no VMN. A
expressio de BDNF no VMN ¢ regulada pela privacdo de alimento e apds a
administracdo de agonistas de melanocortina em camundongos (Xu et al., 2003).
Camundongos com expressdo reduzida de receptor para BDNF ou redugdo de
expressao de BDNF, apresentam um aumento na ingestdo alimentar e no peso corporal
(Rios et al., 2001; Xu et al., 2003). Portanto, os neuroénios que expressam BDNF no
VMN podem atuar como uma via adicional na regulagdo da ingestdo de alimento e do

balango energético através da modulagdo do sistema de melanocortinas.

Existem evidéncias que o DMN apresenta um papel na modulagdo da ingestao
de alimento. A destruicdo do DMN em ratos resulta em hiperfagia e obesidade, embora
menos acentuadamente quando comparada a destruicdo do VMN (Bernardis e Bellinger,
1987). A inje¢do de aminoacidos ou de peptideos orexigenos, tais como, NPY, galanina
e acido gama-aminobutirico (GABA) no DMN de ratos desencadeia um aumento na
ingestdo alimentar (Kelly et al., 1979; Stanley et al., 1985; Kyrkouli et al., 1990). O
DMN apresenta extensas conexdes com outros nucleos hipotaldmicos. Ele recebe
aferéncias de neurdnios do ARC que expressam NPY/AgRP (Kalra et al., 1999) e
contém neurdnios que expressam NPY. Estudos imunorreativos no DMN de ratos
mostram que existe uma estreita proximidade de fibras que expressam o-MSH com
aquelas que expressam NPY (Kalra et al., 1999). A administracdo de agonistas da
melanocortina no DMN de ratos determina uma redu¢do na expressio de NPY e

desencadeia uma resposta hiperfagica nos animais estudados (Chen et al., 2004).

Atualmente, ja estd bem estabelecido que os diferentes ntcleos hipotalamicos

sejam regulados por diferentes circuitos neuronais que utilizam neuropeptideos
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especificos, neurotransmissores nao peptidérgicos ou hormoénios e, que, conjuntamente
participam na regulagdo central da ingestdo de alimento. Sendo assim, no hipotalamo,
ao menos 25 substancias t€m sido identificadas como participantes na regulacdo do
comportamento ingestivo. Entre eles, algumas aminas: serotonina (5-hidroxitriptamina;
5-HT), noradrenalina, dopamina, histamina e alguns aminoécidos: acido glutdmico

(glutamato), GABA (Kalra et al., 1999).
1.2. Serotonina e ingestdo de alimento

A 5-HT tem sido implicada em muitas fun¢des mediadas pelo SNC que incluem
atividade motora, resposta ao stress, sono e comportamento alimentar (Dourish, 1985;
Blundell 1986; Simansky, 1996; Rueter et al., 1997; Bickerdike et al., 1999). Na
maioria das espécies de vertebrados, a ativacdo central de sistemas serotoninérgicos

parece suprimir a alimentagao (Dourish, 1985; Blundell 1986; Simansky, 1996).

A 5-HT tem um papel inibitério na modulagdo da ingestao de alimento (Blundell,
1986; Leibowitz e Alexander, 1988; Simansky, 1996; Halford et al., 1998). Em
mamiferos tem sido demonstrado que a redugdo da neurotransmissdo serotoninérgica
estimula a ingestdo de alimentos, enquanto que o aumento na libera¢do de 5-HT central
induz hipofagia (Blundell, 1986; Simansky, 1996). O efeito hipofagico da 5-HT e de
seus agonistas parece ser mediado por diversos subtipos de receptores pds-sindpticos

localizados em circuitos hipotalamicos (Bovetto e Richard, 1995).

Durante anos, o agente mais utilizado em estudos de supressao serotoninérgica da
alimentagdo foi a fenfluramina, que, juntamente com os estimulantes anfentaminicos,
constituiram os principais componentes anorexigenos comercializados mundialmente

(retirados do mercado ha dez anos devido a indugdo de doenga cardiaca valvar).
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A fenfluramina desencadeia um aumento generalizado na neurotransmissao
serotoninérgica, devido a estimulacdo da liberagdo sindptica de 5-HT e do bloqueio da
recaptacdo de 5-HT nos terminais pré-sinapticos (Rowland e Carlton, 1986). Em ratos
alimentados ad libitum, a fenfluramina provoca uma reduc¢do na quantidade de alimento
ingerido e aumenta o intervalo entre o consumo alimentar (Blundell e Leshem, 1975;
Grinker et al., 1980; Rowland e Carlton, 1986). Efeitos similares desencadeados pela
administragdo de fenfluramina no comportamento alimentar foram também
demonstrados em uma grande variedade de espécies de mamiferos, incluindo seres
humanos (Rogers e Blundell, 1979; Foltin e Moran, 1989; McGuirk et al., 1991).
Inversamente, os tratamentos que reduzem a neurotransmissdo serotoninérgica, tais
como as injecdes i.c.v. de di-hidroxitriptamina e lesdes de grupos neuronais de 5-HT
localizados no NDR de roedores, desencadeiam uma hiperfagia crénica e ganho de peso

(Geyer et al., 1976; Saller e Stricker, 1976).

Embora seja bem conhecido que as drogas serotoninérgicas com alta afinidade
para um ou mais subtipos de receptores da familia 5-HT; e 5-HT, possam afetar o
comportamento ingestivo, o papel especifico dos diversos subtipos (5-HT14, 5-HT)p, 5-
HTip, 5-HT g, 5-HTi5, 5-HT2a, 5-HT25 € 5-HT,c) no controle deste comportamento,
assim como nos mecanismos comportamentais € neuroanatdmicos que sao a base dos
efeitos hipofagicos destes compostos, ainda ndo sdo inteiramente compreendidos

(Bovetto e Richard, 1995; De Vry e Schreiber, 2000).

Na literatura s3o descritos inumeros relatos de estudos com drogas
serotoninérgicas mostrando que a ativacdo de receptores 5-HT;g ou 5-HT,¢ reduz a

ingestao alimentar (Quadro 2) (Kennet e Curzon, 1988; Samamin et al., 1989; Dourish,
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1995; Halford e Blundell, 1996; Lee e Simansky, 1997; De Vry e Schreiber, 2000;

Hewitt et al., 2000; Heisler et al., 2006).

Quadro 2. Efeitos da ativagdo de receptores 5-HT ;5 ou 5-HT,¢ sobre o consumo de
alimento em roedores.

Ativacao receptor | Alimento | Animais/via/estado nutricional Autores
5-HTp Reducdo | Ratos/ip/jejum Kennet e Curzon, 1988
Camundongo/ip/saciados Halford e Blundell, 1996
Ratos/ip/jejum Lee e Simansky, 1997
5-HT,c Redugdo | Ratos/ip/saciados Samamin et al., 1989
5-HTge 5-HT,c | Reducao | Ratos/ip/icv/saciados De Vry e Schreiber, 2000
Camundongo/ip/saciados Hewitt et al., 2002

Por outro lado, a ativagdo de receptores 5-HT;4 pode causar hiperfagia (Dourish
et al., 1985; 1988; Gilbert e Dourish, 1987; Ebenezer, 1992; Currie e Coscina, 1993;
Coscina et al., 1994; Parker e Coscina, 2001; Ebenezer e Surujbally, 2007) ou redugdo
na ingestdo de alimento (Quadro 3) (Ebenezer, 1992; Ebenezer et al., 1999; Arkle e
Ebenezer, 2000; Coscina et al., 2000; Ebenezer et al., 2001; Ebenezer e Tite, 2003;
Ebenezer et al., 2007; Lopez-Alonso et al., 2007). Estes efeitos ingestivos parecem ser
mediados primariamente por ativacao de receptores 5-HT 4, 5-HT g e 5-HT,¢ presentes
no NMR, no complexo amigdaloide ou no hipotadlamo (Hutson et al., 1986; Fletcher e
Davies, 1990; Leibowitz et al., 1990; Currie e Coscina, 1993; Coscina et al., 2000; De
Vry e Schreiber, 2000; Parker e Coscina, 2001; Parker et al., 2001; Collin et al., 2002;

Heisler et al., 2002; 2006).

O efeito hiperfagico das injegdes sist€émicas ou i.c.v. de metergolina, em ratos
com livre acesso ao alimento, tem sido interpretado como sugestivo da presenga de uma

acao serotoninérgica tonica inibitoria sobre circuitos de regulacdo central da ingestao de
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alimento (Fletcher, 1988; Stallone e Nicolaidis, 1989; Leibowitz et al., 1993; Coscina et

al., 1994; Currie e Coscina, 1996).

Quadro 3. Efeitos da ativacdo de receptores 5-HT ;4 sobre o consumo de alimento em roedores.

Ativacio receptor | Alimento | Animais/via/estado nutricional Autores

Ratos/ip/saciados Dourish et al., 1985
Ratos/sc/saciados Gilbert e Dourish, 1987
Ratos/sc/saciados Dourish et al., 1988

5-HT;, Aumento
Ratos/NDR/NMR/saciados Currie e Coscina, 1993
Ratos/pBLA/saciados Coscina et al., 2000
Ratos/pBLA/saciados Parker e Coscina, 2001
Camundongo/sc/saciados Ebenezer e Surujbally, 2007
Porcos/iv/jejum Ebenezer et al., 1999
Ratos/sc/jejum Arkle e Ebenezer, 2000
Porcos/iv/jejum Ebenezer et al., 2001

5-HT4 Redugdo
Ratos/ip/jejum Ebenezer e Tite, 2003
Ratos/sc/jejum Ebenezer et al., 2007
Ratos/PVN/jejum Lopez-Alonso et al., 2007

A regido posterior da amigdala basolateral (pBLA) ¢ um local aonde terminagoes

serotoninérgicas podem exercer uma influéncia inibitdria tonica, uma vez que lesoes

em areas posteriores e dorsais da amigdala atenuam a ingestdo de alimento

desencadeada pela injecdo de 8-OH-DPAT (agonista de receptor 5-HT 5 ¢ 5-HT7) ¢

lesdes restritas a pBLA bloqueiam completamente a resposta hiperfagica induzida pela

injecdo de 8-OH-DPAT nesta regido (Coscina et al., 1994; Parker e Coscina, 2001).

Adicionalmente, a injecdo de MET na regido pBLA desencadeia uma resposta

hiperfagica (Parker et al., 2001).
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O PVN do hipotdlamo também parece estar envolvido nos efeitos hipofagicos
induzidos pela 5-HT. A infusdo direta de 5-HT, de varios agonistas de receptores
serotoninérgicos ou de inibidores da recaptacdo de 5-HT no PVN, suprime a ingestao
alimentar desencadeada por diferentes modelos experimentais (Leibowitz et al., 1990;
Fletcher e Coscina, 1993; Grignaschi et al., 1995; Currie e Coscina, 1996; Mancilla-
Diaz et al., 2005; Lopez-Alonso et al., 2007). Enquanto a injecdo de MET no PVN
inibe a resposta hipofagica desencadeada pela injecdo de 5-HT no PVN (Currie e
Coscina, 1996). No entanto, somente injecdes de MET no PVN ndo afetam o consumo
de ragdo granulada em ratos com livre acesso ao alimento (Leibowitz et al., 1993;
Coscina et al., 2000), sugerindo que os impulsos neurais serotoninérgicos sobre o PVN
parecem exercer apenas efeitos fasicos (mas ndo tonicos) sobre o comportamento

alimentar.

Uma atividade serotoninérgica no controle da ingestdo de alimento também tem
sido observada em outros nucleos hipotalamicos, envolvidos na regulacdo do balango
energético tais como o ARC e AHL, que expressam neuropeptideos orexigenos e
anorexigenos (Schwartz et al., 1999; Voigt et al., 2000; Hikiji et al., 2004; Heisler et al.,
2002; 2006). Existe uma intensa projecao de fibras serotoninérgicas dos NMR e NDR
ao ARC e ao PVN, e ha uma grande expressao de receptores 5-HT,4 no PVN e 5-HT,¢
no ARC (Gundlah et al., 1999; Heisler et al., 2006). A ativacao de receptores 5-HT,c
estimula neurénios do ARC que expressam POMC, o qual ¢ peptideo precursor do a-
MSH (anorexigeno), enquanto que a ativagdo de receptores 5-HT;z do ARC inibe a
atividade neuronal de neurdnios que expressam AgRP (orexigeno) e reduz os sinais
inibitorios pds-sinapticos sobre os neurdnios que expressam a POMC. Esse controle do
sistema de melanocortinas pode representar um importante mecanismo, pelo qual a 5-

HT reduz a ingestdo de alimento (Heisler et al., 2002; 2006). A abrangéncia de
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influéncias serotoninérgicas sobre outras regides hipotalamicas, diferente do PVN, se
estdo relacionadas a atividade fésica ou tonica ainda ¢ desconhecida e precisa ser

determinada.

A influéncia de circuitos serotoninérgicos sobre neurdnios hipotalamicos
relacionados a ingestdo de alimento, também pode ser mediada por receptores 5-HT .
Existe uma grande densidade destes receptores em neurdnios localizados no nticleo
supra-optico, PVN, VMH, assim como no ARC e AHL (Collin et al., 2002). Neste
mesmo estudo, Collin e seus colaboradores também mostraram que existe intensa
imunorreatividade para receptores 5-HT 5 em neurdnios que expressam neuropeptideos
orexigenos (NPY e AgRP) e neuropeptideos anorexigenos (POMC e CART) no ARC.
Na AHL, a imunorreatividade para receptor 5-HT;5 foi observada em neuronios que
expressam neuropeptideos orexigenos, tais como o MCH e orexina. Sugerindo, assim,
uma importante acdo de atividade serotoninérgica, mediada por receptores 5-HTa,
nestes neurdnios peptidérgicos localizados no ARC e na AHL. Como a
imunorreatividade para 5-HT;o nunca foi identificada em fibras neuronais ou
terminagdes neuronais (Collin et al., 2002), parece que o controle da liberacdo de
neuropeptideos por 5-HT possa ser mediado por receptores pos-sindpticos 5-HT;a. Nao
foi encontrado na literatura, estudos funcionais sobre a possivel participacdo destes

receptores nos mecanismos de controle da ingestdo de alimentos no ARC e na AHL.
1.4. Influéncia do ciclo ovariano na ingestiao alimentar

Existem poucas diferengas sexuais no comportamento alimentar entre ratos,
camundongos e seres humanos. A quantidade de alimento ingerido e o numero de
refeicdes sdo semelhantes entre animais machos ¢ fémeas. Porém, existe uma evidente
diferenga sexual no comportamento alimentar em ratos, camundongos e seres humanos:

as fémeas, ciclicamente, ingerem menor quantidade de alimento durante a fase peri-
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ovulatéria do ciclo ovariano (estro em ratos e camundongos) que nas outras fases do
ciclo ovariano (Geary 2001a; b).

Os ratos e camundongos fémeas tém ciclos ovarianos de 4-5 dias e a ingestdo
alimentar ¢ de até 25% menor durante a noite em que ocorre a ovulagdo e estro, em
comparagdo com outras noites do ciclo estral (cerca de 80-90% do consumo alimentar
ocorre no periodo noturno em ratos e camundongos). Este efeito ¢ mediado pelas
alteracdes ciclicas na secre¢do de estradiol (Asarian e Geary, 2006). A concentragdo
plasmatica de estradiol ¢ mais elevada imediatamente antes do pico do hormonio
luteinizante ¢ ¢ muito baixa durante o estro. No entanto, em virtude da ativacdo de
receptores estrogénicos estimularem fatores de transcricdo (a maioria dos efeitos
fisiologicos do estradiol tem uma laténcia de 12h ou mais), ¢ perfeitamente plausivel
que a diminui¢do na ingestdo alimentar na fase de estro em ratos e camundongos ¢
causada pelo precedente aumento na secrecdo de estradiol (Asarian e Geary, 2002;
2006).

A realizacdo de gonadectomia revela outras diferencas sexuais na regulagcdo da
ingestdo de alimento em ratos e camundongos. Os animais fémeas submetidos a
ooforectomia apresentam maior ingestdo de alimento e os machos, submetidos a
orquiectomia, ingerem menor quantidade de alimento (Chai et al. 1999; Wallen et al.
2001). Importante ressaltar que, as duas alteragdes desencadeadas pela gonadectomia na
ingestdo alimentar sdo expressas de maneiras diferentes, nos machos ocorre reducdo na
freqiiéncia da ingestdo de alimento e nas fémeas ocorre um aumento na quantidade total
de alimento ingerido (Chai et al. 1999; Asarian e Geary, 2002). Essas alteragdes na
ingestdo de alimento sdo totalmente revertidas pela administragdo de testosterona nos
machos (Chai et al. 1999; Wallen et al. 2001) e de estradiol nas fémeas (Wade 1972;

Geary 200la; b). Sendo assim, esses achados sugerem que influéncias do eixo
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hipotaldmico-hipofisario-gonadal na regula¢do da ingestdo de alimento envolvem dois
componentes funcionais, uma inibi¢do ténica revelada pelo aumento do consumo
alimentar apos a ooforectomia e uma inibicao fasica ou ciclica revelada pela auséncia de

redu¢@o na ingestdo alimentar na fase peri-ovulatoria.

O estradiol tem sido demonstrado em vérios estudos como inibidor do consumo
de alimento em varias espécies de animais (Geary et al., 1994; Geary e Asarian, 1999;
Geary, 2001a; 2001b; Asarian e Geary, 2006; Roepke, 2009). O mecanismo pelo qual o
estrogeno exerce o efeito hipofagico, ainda ndo esta totalmente elucidado. Relatos da
literatura demonstram que os neurdnios serotoninérgicos apresentam alteracdes
decorrentes da acdo de esterodides ovarianos (Bethea et al., 1998). Tradicionalmente
estes efeitos dos esterdides sdo atribuidos a ativacdo de receptores nucleares (McEwen,
2001). Em primatas ndo-humanos, os estrogenos, especificamente o estradiol, modulam
varias funcdes homeostaticas através de fatores de transcricdo via subtipos de
receptores estrogénicos (RE): REa e REB (Couse e Korach, 1999), estimulando a
expressam da enzima triptofano hidroxilase nos neuronios serotoninérgicos localizados
no diencéfalo, diminuindo a expressdo do transportador de 5-HT na rafe mediana
(Bethea et al., 1998) e diminuindo a expressdo de receptores 5-HT,c nos nticleos
hipotalamicos (Gundlah et al., 1999). No quadro 4 estdo relacionados os efeitos do
estrogénio na expressdo dos principais neuropeptideos presentes no hipotalamo e na

ingestao de alimento.

Em ratas, a regula¢do do comportamento alimentar por circuitos serotoninérgicos,
também parece ser influenciada por alteragdes fisiologicas na concentragdo dos
esteroides ovarianos que ocorrem durante o ciclo estral. Estes animais em fase de
diestro apresentam efeitos hiperfagicos mais significativos apods a injecdo sistémica de

8-OH-DPAT que em fase de estro (Uphouse et al., 1991).
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Quadro 4. Efeitos do estrogénio sobre a ingestdo de alimento ¢ sobre a expressdo de peptideos
orexigenos e anorexigenos em nucleos hipotaldmicos de roedores (adaptado de Roepke, 2009).

Nucleo Peptideo Regulacio pelo estrogénio | Efeito na ingestio alimento
POMC/a-MSH + -
CART ND -
ARC NP Y - +
AgRP - +
VMN BDNF NR -
NPY - +
DMN NPY - +
CART ND -
MCH - +
AHL Orexina ? +
CART ND -
CRF +/- -
TRH ND -
PVN NPY - -
CART ND -
BDNF ND -

Abreviaturas: NR: ndo regulacdo; ND: ndo determinado; (+) efeito ou regulagdo positiva; (-)
efeito ou regulagdo negativa e (?) efeitos mistos.

Além disso, a injecdo de MET na regido posterior da amigdala basolateral afeta
diferentemente o consumo de alimento em diferentes fases do ciclo estral, sendo os
efeitos hiperfagicos dessas inje¢des mais evidentes em ratas fémeas na fase de diestro
que em estro (Parker et al., 2002). Neste mesmo sentido, foi demonstrado que os efeitos

anoréticos da fenfluramina s3o mais intensos em ratas no estro que em diestro, € que a
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resposta hipofagica induzida pela fenfluramina ¢ intensificada pelo tratamento com

estrogénios em ratas ooforectomizadas (Eckel et al., 2005, Rivera e Eckel, 2005).

Adicionalmente, o tratamento com estrogénio reduz a resposta hiperfagica
induzida pela 8-OH-DPAT em ratas ooforectomizadas (Salamanca e Uphouse, 1992). E
notavel que drogas serotoninérgicas (inibidores seletivos da recaptagdo de serotonina) e
o estradiol sdo eficazes em aliviar sintomas climatéricos em mulheres (Stearns e Hayes,
2002) e que o estradiol e a 5-HT, através de RE e receptores serotoninérgicos do
subtipo 5-HT,c, respectivamente, atuem sinergicamente na regulagdo do metabolismo
energético em adolescentes do sexo feminino (Fuemmeler et al., 2008).
Consequentemente, compreender as acdes dos hormonios esterdides e da 5-HT sobre os
neurdnios hipotalamicos podera fornecer novos dados sobre as diferencas funcionais na
regulagdo da ingestdo alimentar e do balancgo energético exercido pelo hipotdlamo nos

animais machos e fémeas.

O projeto utilizado como base para esta tese de doutorado, representa a
continuidade de uma linha de pesquisa em andamento em nosso laboratorio que
investiga o controle neural do metabolismo e estuda a participagdo de circuitos
glutamatérgicos (Da Silva et al., 2003; Da Silva et al., 2006; Lopes et al., 2007; da
Cunha et al., 2008) catecolaminérgicos (Sabi et al., 2002; Maidel et al., 2007; dos
Santos et al., 2009) e serotoninérgicos (Steffens et al., 1997; Da Silva et al., 2004; Hickl
et al., 2005; Da Silva et al., 2007; Steffens et al., 2008) no controle da ingestdo de
alimento em aves e mamiferos. Sobre a participagdo do sistema serotoninérgico na
regulagdo da ingestdo de alimento, em 1997, investigamos o efeito da administracdo
central de serotonina (5-HT) em pombos (Columbia livia), no qual encontramos que a
inje¢do i.c.v. de 5-HT e de 8-OH-DPAT (agonista de receptores 5-HT;a e 5-HT7)

desencadeava uma resposta dipsogénica e hipofagica (Steffens et al., 1997). Da Silva et
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al., em 2004 mostraram que a inje¢do i.c.v. de 8-OH-DPAT em pombos desencadeava
um efeito lipolitico e dipsogénico e a administra¢do i.c.v. de GR 46611 (agonista de
receptores 5-HTp/ip) provocava uma resposta hipofagica, lipolise e hiperglicemia nas
aves estudadas. Em seguida, foi examinado em pombos o comportamento alimentar
apos a administragdo de metergolina (antagonista de receptores 5-HT; e 5-HT») e de GR
46611 no PVN, na area pdstero-medial do hipotdlamo e no nucleo pré-optico (Da Silva
et al., 2007). Os resultados desse estudo mostraram que a inje¢do de metergolina e de
GR 46611 desencadeava uma resposta hiperfagica, demonstrando, assim, que existe
uma influéncia inibitdria tonica serotoninérgica sobre a ingestdo de alimento nestas
areas hipotaldmicas e sugerindo que esses circuitos serotoninérgicos, possivelmente
sejam mediatos por receptores 5-HTp/p. Posteriormente, sabendo-se da existéncia de
receptores 5-HT; e 5-HT, no ARC e na AHL de ratos, decidiu-se iniciar o projeto de
pesquisa intitulado: modulagdo serotoninérgica do comportamento ingestivo em ratos
fémeas em diferentes fases do ciclo estral, com o objetivo de localizar no hipotdlamo a
presenca de uma influéncia inibitéria tonica serotoninérgica sobre a ingestdo de
alimento, através da injecdo de metergolina e de 8-OH-DPAT, administrada em ratos
fémeas nas diferentes fases do ciclo estral, uma vez que hormdnios esterdides ovarianos

também modificam as respostas dos neurdnios serotoninérgicos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

Este trabalho teve com objetivo geral examinar a presenga de uma influéncia
inibitoria tonica da serotonina sobre neurdnios do nucleo arqueado do hipotalamo
(ARC) ou da area hipotalamica lateral (AHL) e os efeitos da ativagdo dos receptores 5-
HT;s do ARC ou da AHL sobre a ingestdo de alimento, assim como a possivel

influéncia dos hormdnios ovarianos sobre esses receptores serotoninérgicos.

2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Avaliar os efeitos da inje¢do de metergolina no ARC e na AHL sobre a

ingestao de alimento em fase de estro e dietro de ratas.

2.2.2. Avaliar os efeitos da injecdo de 8-OH-DPAT no ARC e na AHL sobre a

ingestao de alimento em fase de estro e diestro de ratas.

2.2.3. Avaliar os efeitos da injecdo de 8-OH-DPAT no ARC e na AHL sobre a

ingestdo de alimento em fase de estro e diestro de ratas pré-tratadas com WAY 100635.

2.2.4. Determinar se existe diferenca no consumo de alimentos nas diferentes

fases do ciclo estral e entre os diferentes tratamentos efetuados.

2.2.5. Avaliar possiveis alteragdes na ingestdo de agua (quantidade ingerida,
duracdo e laténcia para iniciar a resposta de consumo), bem como as duragdes e
laténcias para iniciar os comportamentos ndo ingestivos (exploragdo vertical, auto-

limpeza, locomocao e imobilidade).
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3. MATERIAS E METODOS

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA-UFSC), protocolo de pesquisa niimero
372/CEUA e 23080.007968/2003-71. Todos os procedimentos experimentais aqui
realizados estavam em acordo com os principios €ticos de experimentagcdo animal,

postulados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal.
3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar adultos (Rattus norvegicus), f€émeas, com peso
corporal variando entre 200 a 230 gramas, provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Catarina. Os animais foram adaptados durante sete dias
em uma sala com temperatura controlada entre 22 a 25°C e um ciclo claro-escuro de
12h (luz das 7h00 as 19h00). As ratas foram mantidas em caixas polipropileno (49 x 34
x 16¢cm), forradas com maravalha, dispondo de dgua e ragdo granulada (CR-1, Nuvilab -
Nuvital Nutrientes, Brasil). Composi¢do de macronutrientes em 100 gramas de ragdo:
Carboidratos (56g), Proteina (22g), Gordura (4,5g) e fibras (4,92g) ad libitum. Durante
esse periodo os animais foram manipulados somente durante a limpeza das caixas (a

cada dois dias).
3.2. Cirurgia estereotaxica

Previamente ao ato cirirgico, cada rata foi anestesiada com solucdo de
cloridrato de cetamina (100mg/kg) e cloridrato de xilazina (20mg/kg), ambas do
laboratorio Koénig S.A., administradas por via intraperitoneal (i.p.). Em seguida, o
animal foi colocado no aparelho estereotaxico (David Kopf Instruments, California,
EUA). Apos a assepsia com dlcool iodado, uma incisdo longitudinal de

aproximadamente 1cm foi realizada no escalpo com bisturi, seguida por ressec¢do com
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tesoura; de forma a expor a calota craniana. A calota craniana foi exposta pela ressec¢ao
do peridsteo e seca com algoddo cirirgico, com o objetivo de melhorar a adesdo do
acrilico. Em seguida, foi marcada a posi¢do para a perfuracdo e implantagdo da canula-
guia, de acordo com as coordenadas descritas por Paxinos e Watson (2007). Para o
nucleo arqueado (ARC): plano frontal (posterior bregma) -3,6mm, plano sagital (lateral
a sutura sagital) 0,2mm e plano horizontal (abaixo da calota craniana) -7,8mm. Para a
area hipotalamica lateral (AHL): plano frontal (posterior bregma) -3,6mm, plano sagital

(lateral a sutura sagital) 1,5mm e plano horizontal (abaixo da calota craniana) -7,2mm.

As canulas-guias (0,6mm de didmetro externo e 18mm de comprimento) foram
confeccionadas a partir de agulhas injetoras hipodérmicas de 23G (Becton Dickinson
industria cirtrgica — Brasil), sendo que a ponta desta canula foi posicionada a 2mm
acima do ARC ou da AHL. Na posi¢do previamente determinada, foi realizado um
orificio na calota craniana com aproximadamente Imm de diametro, por intermédio de
uma broca esférica de uso odontoldgico. A canula-guia foi introduzida e ancorada a
calota craniana, juntamente com um parafuso inoxidavel de joalheiro contra-lateral e
fixada com acrilico polimerizdvel liquido (monomero de metil metacrilato —
Laboratério Dencril — Brasil) e p6 acrilico (co-polimero metil metacrilato — Laboratorio
Artigos Odontoldgicos Classicos Ltda. — Brasil); formando uma estrutura sélida capaz
de resistir aos eventuais choques mecanicos com a caixa e a grade de protegdo. Em
cada canula-guia foi ajustado um mandril de ago inoxidavel para evitar sua obstrugao.
Imediatamente ap6s o procedimento cirrgico, cada animal retornou ao biotério onde
foi mantido individualmente em caixas de polipropileno. Apds um periodo de
recuperacdo, que variou de cinco a sete dias, iniciaram-se o0s procedimentos

experimentais.
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3.3. Drogas administradas

Neste estudo as doses utilizadas foram baseadas em estudos prévios sobre efeitos
da injecdo central de 8-OH-DPAT (Dourish et al., 1985; Gilbert e Dourish, 1987;
Dourish et al., 1988; Coscina et al., 2000; Héckl et al., 2005), de MET (Fletcher, 1988;
Stallone e Nicolaidis, 1989; Coscina et al., 1994; Currie e Coscina, 1996; Da Silva et
al., 2007) e de WAY 100635 (Mancilla-Diaz, 2005) efetivas em influenciar
seletivamente o comportamento ingestivo € ndo ingestivo em ratos ou pombos. De

acordo com o protocolo experimental, as seguintes drogas foram utilizadas:

3.3.1. Veiculo (Veic): solucao de 4cido ascorbico 5% (estéril, livre de pirdgenos,
pH 7,4) utilizada nos experimentos de controle e sendo também usada como diluente

das demais drogas deste estudo.

3.3.2. Metergolina (MET): antagonista de receptores 5-HT; e de 5-HT, (Tocris

Cookson Inc., Ellisville MO, EUA) nas doses de 2 ¢ 20 nmol.

3.3.3. 8-hidroxi-2-(di-n-propilamino)-tetralina  (8-OH-DPAT): agonista de
receptores 5-HT 4 e 5-HT7 (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) nas doses de 0,6 ¢ 6

nmol.

3.3.4. Maleato de ciclo hexano carboxamida n-[2-[4-(2-metoxifenil)-1-
piperazinil]etil]-n-(2-piridinil) (WAY 100635): antagonista seletivo de receptor 5-HT 5

(Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) na dose de 37 nmol.
3.4. Administracio das drogas

A administragdo de veiculo ou das drogas foi realizada através de agulha
injetora, confeccionada a partir de uma agulha gengival, 30G (Injecta produtos

odontologicos — Brasil) medindo 20mm de comprimento, conectada por um tubo de
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polietileno (PE 10) a uma microsseringa Hamilton de 1uL. Seu tamanho excedeu o da
canula-guia em 2mm. Com o objetivo de minimizar variagdes de pressdo no
parénquima, as solu¢des foram administradas no periodo de 1min, seguidos por mais
Imin (de espera) para permitir uma melhor difusdo da solugdo pelo parénquima neural.
O PE 10 foi preenchido com agua destilada e o deslocamento de uma bolha de ar no
tubo foi utilizado para verificar se a droga foi realmente injetada. O volume injetado foi
sempre constante de 0,2uL. A injecdo das drogas foi realizada em animais despertos, a

partir do décimo dia apds a implantag¢do da canula-guia no ARC ou AHL.
3.5. Determinacio da fase do ciclo estral

As amostras de epitélio vaginal foram obtidas diariamente entre 10h00 e 11h00 a
partir do sétimo dia apos o ato cirurgico para implantacdo da canula. Estas amostras
foram coletadas com uma pipeta de plastico contendo 10uL de solugdo salina (NaCl
0,9%) inserida no intrdito vaginal da rata. O fluido vaginal contido no interior desta
pipeta foi colocado em laminas de vidro. Para cada animal foi usada uma lamina
diferente. Esta lamina foi observada sob luz de um microscépio Optico, com lentes
objetivas de 10 e 40x. A fase do ciclo estral foi determinada, utilizando-se os critérios
padrdes adotados por Long e Evans (1922) e Freeman (2006). A fase de metaestro foi
caracterizada por leucocitos interpostos com pequenos nichos de células vaginais
cornificadas e anucleadas ou leucdcitos interpostos com células epiteliais nucleadas. O
diestro foi caracterizado por leucocitos interpostos com células epiteliais nucleadas. O
proestro foi caracterizado por células epiteliais grandes, nucleadas, auséncia de
leucécitos e, ocasionalmente, presenca de pequenos nichos de células vaginais
cornificadas. O estro foi caracterizado por células epiteliais grandes e anucleadas e
células vaginais escamosas cornificadas. As amostras de epitélio vaginal foram

examinadas por dois observadores independentes para se caracterizar a fase do ciclo
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estral. A fase de diestro ¢ precedida por baixos niveis plasmaticos de estradiol e o estro
¢ precedido por uma alta secre¢ao de estradiol (Freeman, 2006), assim foram escolhidas
essas duas fases do ciclo estral para conduzir este projeto de pesquisa. Uma outra razao
para a escolha dessas fases ¢ que as ratas comem menos durante o estro que em diestro
(Eckel e Geary, 1999; Eckel et al., 2000, 2004, 2005; Geary, 2001; Asarian ¢ Geary,
2006). Neste estudo todas as ratas utilizadas no experimento exibiam regularmente

ciclo estral de 4-5 dias.
3.6. Procedimentos experimentais
3.6.1. Procedimento experimental I

Sete dias apds a implanta¢do da canula-guia, os animais foram colocados dentro
da caixa de registro comportamental, que continha em seu interior um recipiente de
vidro (Placa de Petri, de 5cm de didmetro) contendo 20g de ragdo enriquecida com
sacarose 10% (Fletcher, 1988) e uma garrafa de vidro contendo 100mL de dgua. Essa
garrafa possuia um bico de aco inoxidavel que projetava para o interior da caixa de
registro. Apds o periodo de habituagdo nesse ambiente durante l1h/dia, por trés dias
consecutivos, suficiente para os animais atingirem a ingestdo maxima e estavel da dieta
enriquecida com sacarose 10%, as ratas, portanto canulas-guias na AHL durante o estro
receberam uma inje¢do de veiculo (n=7); 8-OH-DPAT 0,6 nmol (n=7) ou 6 nmol (n=7);
MET 2 nmol (n=7) ou 20 nmol (n=6) e durante o diestro receberam uma inje¢do de
veiculo (n=14); 8-OH-DPAT 0,6 nmol (n=8) ou 6 nmol (n=8); MET 2 nmol (n=7) ou 20
nmol (n=9). Os animais que portavam canulas-guias no ARC foram igualmente

divididos. Todos os experimentos foram realizados entre 13h00 e 15h00.
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3.6.2. Procedimento experimental 11

Sete dias apds a implantacdo da canula-guia, os animais foram colocados dentro
da caixa de registro comportamental, que continha em seu interior um recipiente de
vidro (Placa de Petri, de 5cm de didmetro) contendo 20g de ragdo enriquecida com
sacarose 10% (Fletcher, 1988) e uma garrafa de vidro contendo 100mL de agua. Essa
garrafa possuia um bico de aco inoxidavel que projetava para o interior da caixa de
registro. Apds o periodo de habituagdo nesse ambiente durante l1h/dia, por trés dias
consecutivos, suficiente para os animais atingirem a ingestdo maxima e estavel da dieta
enriquecida com sacarose 10%, as ratas, portanto canulas-guias na AHL, foram
separadas em estro e diestro e receberam uma inje¢ao de veiculo (4cido ascorbico 5%)
e, apds 7min de espera, receberam outra inje¢do de veiculo (n=8; grupo controle) ou 8-
OH-DPAT 6 nmol (n=8); outro grupo, separado em estro e diestro recebeu uma inje¢ao
de WAY 100635 37 nmol e, apds 7min, recebeu outra injecao de veiculo (n=8) ou de 8-
OH-DPAT 6 nmol (n=8). Os animais, portando canulas-guias no ARC, foram
igualmente divididos. Cada animal recebeu somente um tratamento (uma dose de droga
ou veiculo) e foi examinado numa Unica fase do ciclo estral. Imediatamente, apds a
injecdo, o animal era colocado na caixa de registro, e por um periodo de 1h, foi
realizado o registro dos comportamentos ingestivos e ndo ingestivos. Todos os

experimentos foram realizados entre 13h00 e 15h00.

3.7. Registro comportamental

A caixa experimental foi confeccionada em vidro transparente de 4mm de
espessura, possuindo as medidas de comprimento e de largura similares aos da caixa de
hospedagem (49 X 34cm). Porém, tendo a medida de altura maior (40cm) para evitar

fugas. O assoalho da caixa e as trés paredes laterais foram recobertas com plastico
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adesivo preto; uma parede lateral da caixa permaneceu com vidro transparente em que
estd colocado um espelho com uma angulagdo que ndo permitia ao animal visualizar
sua imagem refletida durante o experimento, mas que possibilitou a visualizagdo lateral
dos seus comportamentos e o registro digitalizado dos mesmos para posterior analise.
categorias comportamentais  (laténcia iniciar  os

As seguintes para

comportamentos ingestivos € ndo ingestivos, bem como, a sua duracdo) foram

utilizadas, como previamente descritas por Halford et al.,1998:

Ingestio de
alimento

(comer)

Quando o animal ingerir diretamente o alimento (dieta enriquecida
com 10% de sacarose) do disco de Petri ou com as patas frontais; a
quantidade refere-se a diferenca entre a quantidade de racao
apresentada no inicio da sessdo experimental e a ragdo existente ao
final da mesma, medida em gramas, representando um registro

alimentar do consumo durante os 60min da sessdo.

Ingestao de

Quando o animal se aproxima do bico do bebedouro e lambe

(auto-limpeza)

agua (beber) diretamente a sua ponta.

Exploracio Quando o animal explorar o ambiente e apoiado ao solo somente

vertical nas patas traseiras, estando as patas dianteiras livres e ndo
apoiadas no fundo da caixa (ereto).

Manuteng¢ao Quando o animal apresentar comportamentos tipicos de auto-

limpeza, como: limpar a cabega com as patas, limpar as unhas,

cogar o corpo ou genitais, morder a cauda.

Locomocgao Quando o animal deambular pela caixa, sem apresentar qualquer
outro dos comportamentos ja citado. Quando o animal estiver
deambulando pela caixa ou movimentos circulares que envolvam
as quatro patas.

Imobilidade Quando o animal permanecer imoével, sem apresentar qualquer

outro comportamento ja citado.




42

O registro foi realizado com a utilizacdo de uma camera filmadora de video
(Sony CCD-Iris color) colocada numa altura de 60cm sobre o assoalho da caixa de
registro, o que permitia uma visualizagdo completa de todos os angulos da referida
caixa. Posteriormente, o registro contido em fita VHS (Video Home System) era
transcrito em aparelho de videocassete acoplado ao monitor de video e
simultaneamente no microcomputador foram analisadas detalhadamente as categorias

comportamentais, com utiliza¢do do programa Etholog 2.2 (Ottoni, 2000).

3.8. Analise histologica

Ao final de cada experimento, os animais foram anestesiados e o correto
posicionamento das canulas, foi verificado pela marcagdo prévia com Azul de Evans
(injecdo de 0,2pL, administrados através da canula-guia, com o auxilio da canula
injetora) para marcar os locais de inje¢do no ARC ou na AHL. Os animais foram
perfundidos transcardialmente com solugdo salina a 0,9% (100 — 150mL), seguida por
solucdo de formol a 10%. Os encéfalos foram removidos e permaneceram em solugdo
de formol a 10% por cinco a sete dias. Posteriormente, foram removidos e cortados em
plano coronal com vibratomo (fatias de 100pum). As fatias foram colocadas em laminas
proprias para microscopia e permaneceram em local isolado por sete dias para secagem.
Apos este periodo foi realizada a coloragdo, utilizando-se a técnica de violeta cresil e
colocada laminula, deixando em processo de secagem natural por mais sete dias.
Posteriormente, os cortes dispostos nas laminas foram examinados e documentados por
uma camera atada ao microscopio de luz (lentes objetivas de 100 a 400x). A
nomenclatura utilizada para as areas hipotaldmicas foi aquela adotada por Paxinos e
Watson (2007). Os dados provenientes de ratas que exibiam outras areas hipotalamicas

marcadas, além de ARC ou AHL foram excluidos deste estudo.
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3.9. Analise estatistica

Os dados obtidos no experimento I foram analisados estatisticamente por
intermédio de uma andlise de variancia de trés vias (ANOVA), tendo como fator 1 as
doses utilizadas (metergolina 0, 2 e 20 nmol ou 8-OH-DPAT 0, 0,6 e 6 nmol), fator 2 a
regido hipotalamica estudada (ARC ou AHL) e como fator 3 a fase do ciclo estral
(diestro e estro). No experimento II os dados foram analisados estatisticamente
utilizando-se um teste de analise de variancia de trés vias (ANOVA), usando como fator
1 os diferentes tratamentos (grupo controle (veiculo); Veiculo+8-OH-DPAT;
VeiculotWAY 100635 e WAY 100635+8-OH-DPAT); fator 2 a regido hipotalamica
estudada (ARC ou AHL) e como fator 3, a fase do ciclo estral (diestro e estro). Todos
estes testes foram seguidos, quando apropriados, por teste post-hoc de
Duncam. O p<0,05 foi aceito como sendo estatisticamente significativo neste estudo.
Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.) nos testes

utilizados.
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4. RESULTADOS

A localizagdo dos sitios de inje¢do dos tratamentos efetuados ¢ mostrada nas
figuras 2 e 3. O niimero de inje¢des para cada sitio hipotaldmico estudado em cada fase

do ciclo estral, bem como, para cada tratamento efetuado esta descrito nas tabelas 1 e 2.

4.1. Efeitos da injecao intra-hipotalamica de metergolina

A andlise de variancia (ANOVA) de trés vias indicou que a ingestdo de alimento
apos a injegdo de MET foi afetada significativamente pela regido anatdmica examinada
[F (1, 77) =18,15; p = 0,000057] e pelas doses das drogas utilizadas [F (2, 77) = 26,78;
p = 0,000001]. Foi observada também uma interacdo significativa entre a regido
anatomica e as doses utilizadas [F (2, 77) = 7,27; p = 0,0012]. No ARC, inje¢des de
MET, em todas as doses, ndo alteraram o consumo de alimento em ambos os estagios
do ciclo estral estudado (estro/diestro) (Figura 7). Porém, ambas as doses de MET
desencadearam uma resposta hipofigica quando administradas na AHL de ratas nas

fases de estro e diestro (Figura 4).

A duragdo da ingestdo de alimento apds as injegdes de MET, também foi afetada
significativamente pela regido anatomica estudada [F (1, 77) = 57,92; p = 0,000001],
pelas doses utilizadas [F (2, 77) = 8.73; p = 0.00038] e pelas diferentes fases do ciclo
estral [F (1, 77) =4,55; p = 0,036]. A duragdo do consumo de alimentos nao foi afetada
apos a injecao de ambas as doses de MET no ARC em estro ou diestro. Porém, a maior
dose de MET (20 nmol) injetada na AHL reduziu a duracdo de ingestdo alimentar
somente na fase de estro. A duragdo do consumo de alimento em ambas as fases do
ciclo estral ndo foi alterada em resposta ao tratamento com a menor dose de MET na
AHL. A injecdo de ambas as doses de MET na AHL e em ambas as fases do ciclo estral

desencadearam uma duracdo da ingestdo de alimento menor que aquela observada nos
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experimentos com MET no ARC (Tabela 1). A administracdo de veiculo e de ambas as
doses de MET na AHL (em ambas as fases do ciclo estral) causou uma redu¢do na
duracdo do consumo alimentar significativamente menor que aquela observada apds o
mesmo tratamento no ARC (Tabela 1). A laténcia para iniciar a ingestdo de alimento
permaneceu inalterada apos o tratamento com ambas as doses de MET na AHL ou no

ARC de ratas nas fases de estro e diestro.

Os comportamentos de ingestdo de dgua e a duragdo de outros comportamentos
nao ingestivos (exceto imobilidade) ndo foram afetados pela administracdo de MET no
ARC ou na AHL em ambas as fases do ciclo estral. A analise de variancia mostrou que
a duracdo do comportamento de imobilidade foi significativamente afetada pelo
tratamento com MET de acordo com a regido anatomica estudada [F (1, 77) = 8,67; p =
0,0042] e com as doses utilizadas [F (2, 77) = 4,18; p = 0,018]. Na fase de estro, a
administracao da menor dose de MET na AHL aumentou a duragdo do comportamento
de imobilidade. A dura¢do de imobilidade apds o tratamento com a menor dose de
MET e durante a fase de diestro na AHL foi significativamente maior que aquela

exibida por animais na mesma fase do ciclo estral e tratadas com a mesma dose de

MET no ARC (Tabela 1).

4.2. Efeitos da injecao intra-hipotalamica de 8-OH-DPAT

A ingestdo de alimento apds a administragdo de 8-OH-DPAT foi
significativamente afetada pela regido anatomica estudada [F (1, 77) = 5,93; p = 0,017]
e pelas doses do tratamento utilizado [F (2, 77) = 29,22; p = 0,000001]. Ocorreu uma
interacdo significativa entre a regido anatomica estudada e as doses utilizadas neste
estudo [F (2, 77) = 3,05; p = 0,048]. A injecdo de ambas as doses de 8-OH-DPAT na

AHL e em ambas as fases do ciclo estral nas ratas causou uma reducao significativa na



46

ingestdo de alimento. No entanto, no ARC este mesmo tratamento desencadeou uma
significativa resposta hipofdgica somente quando utilizada a maior dose de 8-OH-
DPAT (6 nmol) e apenas durante a fase de estro (Figura 5). A administragdo da maior
dose de 8-OH-DPAT na AHL desencadeou uma resposta hipofagica durante a fase de

estro, semelhante aquela obtida no experimento do ARC (Figura 5).

A duracao total do comportamento de ingestdo de alimento ap6s a injegao de 8-
OH-DPAT também foi afetada pela regido anatomica estudada [F (1, 77) = 55,94; p =
0,000001] e pelas doses utilizadas [F (2, 77) = 10,43; p = 0,000097]. Interacdes
significativas entre as doses empregadas e as fases do ciclo estral estudadas [F (2, 77) =
6,48; p = 0,0024] e entre todos os fatores examinados [F (2, 77) = 3,63; p = 0,03]
também foram observadas. Na fase de estro, a administracdo da maior dose de 8-OH-
DPAT no ARC a na AHL desencadeou uma redugdo significativa na duragdo do
consumo alimentar, mas este tratamento durante a fase de diestro em ambas as regides
hipotalamicas ndo alterou a duragdo deste comportamento. O tratamento com o veiculo
e ambas as doses de 8-OH-DPAT na AHL, em ambas as fases do ciclo estral estudadas,
desencadeou uma reducao na duragdo da ingestao alimentar que foi significativamente
menor que aquela desencadeada pelo mesmo tratamento no ARC (Tabela 2).
Interessante notar que o tratamento com 8-OH-DPAT, em ambas as regides do
hipotalamo estudadas, ndo alterou significativamente a laténcia para a ingestdo de
alimento nas diferentes doses utilizadas e nas diferentes fases do ciclo estral. Os
comportamentos de ingestdo de agua e a duracdo de outros comportamentos nao
ingestivos nao foram afetados pela inje¢do de 8-OH-DPAT no ARC ou na AHL em

ambas as fases do ciclo estral.
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4.3. Efeitos da injeciio intra-hipotalimica de 8-OH-DPAT em ratas pré-tratadas

com WAY 100635

A ingestdo de alimento foi afetada pelo tratamento realizado [F (2, 103) = 24,51;
p = 0,00000] e pela regido anatdmica examinada [F (1, 103) = 8,18; p = 0,005].
Ocorreu também uma significativa interagdo entre o tratamento realizado e as fases do
ciclo estral estudadas [F (2, 103) = 2,92; p = 0,037] e entre o tratamento efetuado, fases
do ciclo estral estudadas e regido anatomica examinada [F (3, 103) = 2,75; p = 0.046]. A
injecdo de 8-OH-DPAT na AHL reduziu a ingestdo de alimento em ambas as fases do
ciclo estral estudadas. O pré-tratamento com WAY 100635 bloqueou o efeito
hipofagico desencadeado pela administragdo de 8-OH-DPAT durante ambas as fases do
ciclo estral. E interessante observar que a injecio isolada de WAY 100635 desencadeou
uma significativa reducao na ingestao de alimento em diestro (Figura 6). O tratamento
com 8-OH-DPAT no ARC provocou uma reducido no consumo de alimento somente na
fase de estro. Esta resposta hipofagica foi bloqueada pela injecao prévia de WAY

100635 no ARC (Figura 9).

A andlise de variancia mostrou que a duracao da ingestdo de alimento foi afetada
pelo tratamento realizado [F (3, 103) = 3,36; p = 0,021] e ocorreu também uma
significativa interacdo entre o tratamento realizado e as fases do ciclo estral utilizadas
no estudo [F (3, 103) = 3,87; p = 0,011]. A inje¢do de 8-OH-DPAT no ARC reduziu a
duragdo do consumo de alimento somente na fase de estro. O pré-tratamento com WAY
100635 bloqueou a reducdo da duracdo da ingestdo de alimento desencadeada pela
administracdo de 8-OH-DPAT em ratas durante o estro. A dura¢do do consumo de
alimento permaneceu inalterada apos todos os demais tratamentos realizados na AHL

em estro ou diestro (Tabela 3). A laténcia para iniciar o consumo de alimento ndo foi
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afetada por qualquer tratamento efetuado na AHL ou no ARC em ambas as fases do

ciclo estral (Tabela 3).

A andlise de varidncia também revelou que a duragdo total da atividade
locomotora foi afetada pelo tratamento realizado [F (3, 123) = 5,30; p = 0,019] e pelas
fases do ciclo estral estudadas [F (1, 123) = 4,38; p = 0,0387]. A inje¢do de 8-OH-
DPAT na AHL desencadeou um aumento significativo na duragdo da atividade
locomotora em ratas pré-tratadas com WAY 100635 durante a fase de diestro (Tabelas 3
e 4). A ingestdo de dgua e a duracdo de outros comportamentos ndo ingestivos ndo
foram afetadas pelos diferentes tratamentos realizados, regido hipotaldmica examinada

(ARC ou LH) e/ou fase do ciclo estral estudada (estro e diestro) (Tabelas 3 ¢ 4).
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YMN ARC™

Figura 2. Microfotografia de um corte coronal (coloracdo pelo método de Nissl) do
hipotdlamo de rato, ilustrando o trajeto de uma canula-guia e injetora no ARC e na
AHL. A flecha indica o sitio da micro-inje¢do localizada na AHL a direita e no ARC a
esquerda. Abreviaturas: AHL: area hipotalamica lateral; ARC: nucleo arqueado do
hipotdlamo; ci - capsula interna; f — férnix; mt - trato mamilo-taldmico; PeFLH - parte
perifornical do hipotadlamo lateral; VMN - nucleo ventromedial; ZI - zona incerta.

Escala da barra = 100 pm.
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Figura 3. Desenho esquematico de um corte coronal do hipotalamo de rato, ilustrando
o sitio aproximado das inje¢des de veiculo; 8-OH-DPAT; metergolina ¢ 8-OH-DPAT
em ratas pré-tratadas com WAY 100635 na fase de estro (®) ou diestro (0).
Abreviaturas: 3V - Terceiro ventriculo; ARC - ntcleo arqueado do hipotalamo; cp -
pedunculo cerebral; f - fornix; mt - trato mamilo-talamico; PHL - parte peduncular do
hipotdlamo lateral; NPM - parte ventral do nucleo pré-mamilar; VMN - ntcleo
ventromedial; ZI - zona incerta. Os nimeros no topo se referem as coordenadas
estereotaxicas antero-posteriores, obtidas do Atlas de Encéfalo de Rato (Paxinos e

Watson, 2007).
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INGESTAO DE ALIMENTO
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Figura 4. Ingestdo de alimento 1h apos o tratamento com metergolina (MET; 0, 2 e
20nmol) injetada no nucleo arqueado do hipotdlamo (ARC) e na area hipotalamica
lateral (AHL) de ratas em fase de estro (O0) ou diestro (m). Todos os dados sdo expressos
como média + erro padrao da média. (*) p<0,05 quando comparado ao veiculo injetado

no mesmo sitio; (#) p<0,05 quando comparado & mesma dose injetada no ARC.
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INGESTAO DE ALIMENTO
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Figura 5. Ingestao de alimento 1h apos o tratamento com 8-OH-DPAT (0, 0,6 e 6nmol)
injetado no nucleo arqueado do hipotdlamo (ARC) e na area hipotalamica lateral (AHL)
de ratas em fase de estro (0) ou diestro (m). Todos os dados sdo expressos como média
+ erro padrao da média. (*) p<0,05 quando comparado ao veiculo injetado no mesmo

sitio; (#) p<0,05 quando comparado a mesma dose injetada na AHL.
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INGESTAO DE ALIMENTO
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Cuantidade (gramas)

ARC
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Figura 6. Efeito da inje¢ao de 8-OH-DPAT (6nmol) sobre a ingestdo de alimento em
ratas pré-tratadas com WAY 100635 (37nmol) em diferentes fases do ciclo estral.
Todos os dados sdo expressos como média + erro padrdo da média de 8 animais por
grupo (n=8). (*) p<0,05 quando comparado ao veiculo injetado no mesmo sitio.
Abreviaturas: ARC: nucleo arqueado do hipotdlamo; AHL: é4rea hipotalamica lateral;

Veic: veiculo; WAY: WAY 100635 e 8-OH: 8-OH-DPAT.



"DYV OU OJuUdWELILI) OWSAW
oe operedwod opuenb go‘0>d (#) ‘onis owsaw ou opeydlur o[nd1A ok operedwod opuenb ¢o‘0>d (,) "ende nuLIUI SRWIUER SOP WNYUAU d [RJUdWILIdAXD
BXIBD BU SOPBIO[0D WAIdS sode dJUdWRIRIPIWI BIOJOWOIO] IPBPIAE WRIIQIXd SIBWIUR SO SOPO) SOJUAWILIdAXd SO djuein( ‘ojudweler) eped eied
SOpPBUIWEXY SIBWIUER IP OIOWNU OB WAIJAI s sasdjured anud sorowmnu sO “(erpw ep oeiped 0119 F BIPIW) SOPUNZS WD SOSSAIdXd OBS SOPEP SO SOPO ],

8YTFIOI I #99TF98ET SOIFCTCI 091F6901 +LTTFCILT T9IFSI6  9LIFLIOL 8EIFII6 €IIFSL6 [6FIv6 €EIFIOIT LTIFLITI apepiiqowr ogyeanQq
09F€ST ITFIST  OFFCIT  €HFT6T 8YFI8T  €HFLIT LYF96T  6EFS9T  SHFISE  69FVLE LSTHOT  6LFLSE 183134 ogdeao[dxd ogdean(q
€TFIEE TTFS9T  vTFIPE  LEF6LT 1€FLTE 61F0LT  9YFLSE  6IFSYT 1€FLST STFET VvYF6LT  STFEVT 0g50wod0[ ogdean(q
687685 0ZIF9TF  88T09S  08F0by  CTEIFIOF  L9TFOSY 86T€09  8TIFTIIS 69F€SS €ECIF6IS 0TIFIPS  9STHSS ezadwif-o)ne ogdeanQq
# «TET99 #1bTCL  LETOP]  #£6TTLS  #x1EFPL  TET681 STFSYI  TET6ST  THF6ST  STFLST  1€T961  THF00T J1Pwod ogdean(
STFLSY [1F68€  THFIIS  STFESE 11708  THFely GSTFL8S  ILF89Y T9F0ES  S8FCSE  16FCLy  TOHFIIS W0 eRUYIE]
(6=u) (L=u) (r1=0) (9=u) (L=u) (L=u) (6=u) (L=u) (=) (9=w) (L=w) (L=u)
[owrugyg [owrug 0 [owrugg [owruyg 0 [owrugg [owruyg 0 [owugg [owug 0 BUI[0SIIIIA] IP SIso(q
0.8 00)SH 0.8 0.0)SY [B1)S3 O[I1) op dsey
THV 0} A% odrurg[ejodiy 03NN

"01)SIP NO 01)$ AP ISEBJ W Sejel dp (THV) [eIdle] eorwerelodiy vate eu no (OYV) oweelodiy op opeanbie oojonu ou epejafur (jowu(g
No 7 ‘() BUIJOSIAIAN 9P SISOP SIUIIJIP W0D ojudweiel} o sode [ djueinp SOANSITUI OBU J SOANSIZUI sOJudWe)10dwod Ip ogdeinp 9 eIOUIe | ' BRQRL

125



DYV Ou 0peNnIdJo 0JudWeRILI) OWSIW
oe operedwod opuenb ¢)‘0>d (#) ‘onis owsaw ou opejafur onaIdA ok operedwod opuenb ¢o‘0>d () “ende nuO3UI STRWIULR SOP WNYUIU 9 [RIUdWILIdXD
BXIBD BU SOPBIO[0D WAIAS sode djudwejeIpawl BIOJOWOIO] IPEPIANE WRIIQIXD SIBWIUR SO SOPO) SOJUdWLIdAXd SO djuein( ‘ojudwelen eped ered
SOpeUIWEXd SIEWIUE 9P 0JOWNU OB WAIJAI 3s sasdjured a1ud sorownu s “(erpow ep oeiped 0119 F BIPUW) SOPUN3ZIs W s0ssaIdxd 0BS SOPEP SO SOPO].

8CTFIT6  LEIFLITT SOIFCTTT S9IF9901 THIFIVIT T9IFSI6  vOIFEYS  T1IFLL6  SIIFSL6  SYIFITTI  SITFIPCT LTIFLILI apepIIqowr ogdeanq
6€F¥99C  TEF88T  OFFCIC SHF99 SHF68T CHPFLIT I€FPPE  TSFE9E CHFITE 1€F81C LYFI9ST  6LFLST  [edNdda ogdeaofdxd ogdean(q
YTFSYT 8GTFR6T  YIFIYT  99FC8T 1¥F0€T 61F0LT  SYFIIE  LEFEIT 1€FLST 8V FL8T ¥9F8CT 8TFEYT 050w 0d0] ogdean(
801F9IL  €EFSOF  88F09S 6LFEIS  LLF8SH  L9F0SE  EPIFIT9  OIIF90S  69FESS  90IFLLY EYFIPS  9STFHSS ezadur-oyne ogdean(g
#+67F68  #«IVFSL  LETF]IIT 29TF99  #46CFCL  TEF6LI 9¢FELT 8EFIH1 wT6S1 «1CFTL 8TFSLT  THFOOT J9wod ogdean(
9¢F6r6  STFSTF  THFIIS 9¢FE8L  8TFOCH  CHFEIY  98FE6Y  SLFYE6Y  TOFOELS 66F969 86FrES  T6FITY W0 BHUYIE
(8=u) (8=u) (r1=0) (L=u) (L=u) (L=u) (g=u) (g=u) (p1=0) (L=u) (L=u) (L=u)
[owug  [owrug‘Q 0 [owug  [owrug‘g 0 [owug  [owrug‘ 0 [owug [owug‘( 0 LVdda-HO-8 9p seso(q
0.8 0.0)SY 0.)Sd1I(q 0.0)SY [B1)S3 O[J1) op d¥se
"THV 02:\% odrwgrejodiy 03NN

"OJISAIP NO 0XISS P ISk W sejel ap (THV) [edre] eorwgerodiy vate eu no (DYv) oweeiodiy op opeanbie osjonu ou opejsfur (jowug no
9°0 ‘0) LVdA-HO-8 OP S9SOP S9IUISJIP WO ojudwiejen) o sode [ sjueinp sOAISa3UI OBU @ SOANSaFUI sojudwel1odwod op ogdeInp 9 vIOUQIRT *7 B[PqR ],

99



9¢

‘LVdd-HO-8 ‘-HO-8
9 G€900T AVM AV ‘O[NJIOA D19 A :SEINJBIAJIQY "ONIS OWSdW ou opeld[ur onoroa oe operedwod opuenb ¢()‘o>d () “ende nuogur srewnue
SOp WNYUAU 9 [eJUSWILIAXD BXIBD BU SOPBIO[0d WIAIS Sode 0juowejeIpowl BI0JOWOI0] dPLPIAIE WEIIQIXd SIBWIUE SO SOPO) SOJUAWLIdAXd SO
QJueIn(] ‘TeIISd O[JI0 Op dSeJ eped W ojudween} 1od srewrue § 9p (eIpw ep oeiped 0119 F BIPIW) SOPUNZIS W S0SsaIdXd OBS SOPEP SO SOPO],

7617886 OLIFSLS  TOITLS6  SSIFE6S  €SIFE96  S6IFEO0I  T1TFEEIT  LSIFI66 apepiiqow ogdean(
88FSTE LSFO8T €8FISE 69FLYE £6780¢€ LLFLSE 6LFE0E 63FLSE 1220194 ogdeao[dxa ogdeanq
18FLES IVFLSE 68FH1¢ 6LF08T SLFIEE 19F69C $$FS9T 8LF8ST 0g50m020] 0gSeAn(

PTIFEOS S6F80S L6TY8S  ITIF619  69FPTh OIIFOIS  €OIFS9Y  OIIFLIY ezodw-0jne ogdean(
1€F891 STFSHI LTI TTFS91 TSI 1€F291 #STF901 TEF9ST 1wod ogdeanq
08F9LY SOFIOY 6vF90Y 8LFS9Y 69FE9Y 18F88¢€ 08TV 06F8LY JOWod eUYE]

HO"8+tAVM  AVM+IPA HO-8HPA IPAHPA HOS8+AVM AVMHIPA HO-8HPA  IVAHIPA ojudwIE)RA],
oS onsy [B13S9 O[d1) Op 3se
0): \4 odrurgrejodry 03NN

"0I)SAIP NO 0XISS AP SASBJ Sk dqueInp (Jowu/€) SE9001 AV AL Wod sepeient-oid sejer ap (OYV) owerejodiy op opeanbie osjonu
ou (jowug) 1Vdd-HO-§ Wod ojuswejesy o sode Y[ ajueinp SOANSIZUI 0gU o SOANSAZuI sojusuerrodwod ap oedeinp 9 vIOUQIRT *€ B[PQR],



LS

"LVdd-HO-8 -HO-8 9 $€9001 AVM
"AVA ‘O[NJIdA :DIDA :SBINJBIAJIQY OIS Owsaw ou opejafur o[nd1dA oe operedwod opuenb ¢o‘g>d (4) “ende nud3uI SreWIUR SOP WNYUIU
9 [BIUoWLIAAXS BXIBO BU SOPBOO[0D WIS sode djudwe)eIpawl BIOJOWOI0] IPEPIANE WERIIQIX STBWIUER SO SOPO} SojudwLadxa so ajuein(g
"[BJ1S? O]010 Op dse] eped W ojudwejer) Jod srewrue § op (BIpow ep oriped 0L F BIPIW) sOPUN3IS WO SOSSAIAXd OBS SOPEP SO SOPO ],

961F596  90CF0901  69IFLCOT  88IF966  €O6IFSO00I O6CLTFO0IT I8IFFO0I  L6TFIL6 apepljiqou ogdean(

88F8IE L9FHOE €LFOIE 69F66¢C €OFBYC LSFILT 68F80¢ 68F99¢C [ed1.194 ogdeio[dxd ogdeinq

#19FL6E 9SFIHT 6SF08C  6LFSIT 167687  6¥F9ST  S9FSST T8FITC 0BI0U0d0] ogdeAn(
TEITFSLS 86F€0S LOF08Y  86F98y  68FLOV  CIIFIYS OIIFOI9  9LFI8S ezaduii-ojne ogdeanq
TEF091 [€F9Y1 TEFEST  THFLIIT T9FECT ISTO9T  SLFSYI  T9Ferl JIuI0d ogdean(
18F69t LSFISY  6VFE€9Y  LLF90F  L9FOPY  $8FIIS  +¥8F99S  06FILS 1IUI0) BlUY e
HO"8+tAVM AVMHPA HO-8HPA IPAHPA HO-8+AVM AVAMHRA HO-8HPA IDAPA UTETATAR )
o0NsAq onsy [B11Sd O[21) Op 3Isey

THV odrwepejodiy 03NN

"0J)SAIP NO 0JISA OP SIS Sk dqueInp ([owu/€) SE9001 AV Wod sepeien;-oid seiel op (THVY) [e191e] eorweejodiy eate eu
(jowug) 1 vVJd-HO-8 Wwod ojuoweier) o sode Y| aueinp soASaSul OgU 9 SOANSAZUI sojuawel1odwod ap ogdeInp 3 vIOUYIRT b B[Aqe L



58

5. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo revelaram que a ingestdo de alimentos diminuiu
apds a injecao de ambas as doses de MET na AHL durante as fases de estro e de
diestro. Além disso, a maior dose de MET, aqui utilizada, injetada na AHL reduziu a
duracdo do consumo alimentar somente durante o estdgio de estro. Considerando as
inimeras evidéncias que a atividade dos circuitos 5-HT conduz geralmente a um efeito
inibitorio sobre a ingestdo de alimentos, poderia parecer inesperado que a MET, um
antagonista de receptores 5-HT; e de 5-HT,, ndo desencadeasse uma resposta

hiperfagica.

A MET administrada sistemicamente ou i.c.v. em ratos desencadeia uma resposta
hiperfagica em varios protocolos experimentais para o estudo da ingestdo de alimentos,
tais como, no inicio da parte escura do ciclo claro-escuro (Leibowitz et al., 1993; Currie
e Coscina, 1996); durante o ciclo claro (Coscina et al., 1994); animais habituados a
comer ragao de laboratério propria para roedores (Coscina et al., 1994); animais
adaptados a uma dieta mais palatavel (Fletcher, 1988); disponibilidade de alimento
antes dos experimentos (Fletcher, 1988) ou quando os animais sdo submetidos a
restri¢do alimentar por 3h previamente ao experimento (Stallone e Nicolaidis, 1989);
em experimentos com possibilidade de sele¢do de macronutrientes (Leibowitz et al.,
1993; Stallone e Nicolaidis, 1989), ou ainda, quanto as diferentes duragdes dos

experimentos (Dourish et al., 1989; Stallone e Nicolaidis, 1989; Coscina et al., 1994).

Por outro lado, uma resposta hipofagica tem sido descrita apos a administragdo
periférica ou intra-PVN de MET em ratos habituados a ingerir uma dieta liquida mais
palatavel ou dieta com alto teor de gordura ou em ratos com livre acesso a uma dieta

com alto teor de gordura (Hartfield et al., 2003; Lin e York, 2005). A administragdo



59

periférica ou central de MET reduziu a frequéncia de comer, nos experimentos onde o
animal era exposto a uma dieta mais palatavel (Halford et al., 1998). A administragao
central de MET, também potencializa a ingestdo seletiva de dieta rica em carboidrato
(Stallone e Nicolaidis, 1989), aumenta a tendéncia natural do rato em consumir este
macronutriente no inicio da fase escura (Leibowitz et al., 1993), embora outros autores
tenham mostrado que apos a administragdo sist€émica ou i.c.v. de MET, nenhuma
alteragdo ocorreu no consumo de alimento ou nas escolhas caloricas ou de

macronutrientes (Grignaschi et al., 1999, Jourdan et al., 2003).

Assim, os efeitos da MET na ingestdo de alimento parecem ser complexos desde
que respostas hiperfagica/hipofagica ou nenhum efeito sobre o consumo de alimento
foram descritos. Consequentemente, o efeito hipofagico observado neste estudo ndo

contradiz necessariamente aos efeitos hiperfagicos da MET descritos na literatura.

Os efeitos hipofagicos desencadeados por inje¢des de MET na AHL no presente
estudo poderiam ser atribuidos, parcialmente, a mudancas de comportamentos nao
ingestivos, desde que a duracdo do comportamento de imobilidade aumentou apds o
tratamento com a menor dose de MET na AHL durante a fase de estro. O aumento no
comportamento de imobilidade (comportamento considerado semelhante ao sono) apos
o tratamento com este bloqueador de receptores 5-HT; e 5-HT, na AHL, ¢ interessante,
em virtude que importantes grupos neuronais presentes nesta regido estdo envolvidos
no controle do despertar e do ciclo sono-vigilia. Estes grupos neuronais relacionados ao
despertar incluem neurdnios histaminérgicos e orexinérgicos da AHL, sendo os
neurdnios orexinérgicos responsaveis pela interagdo com circuitos monoaminérgicos do
tronco encefalico (incluindo os neurdnios 5-HT da rafe) na estabilizagdo da transi¢ao

entre estagios de sono e de vigilia (Saper et al., 2005).
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Estes resultados podem sugerir que aferéncias 5-HT fornecam algum efeito tonico
(influéncias que promovam o despertar sobre circuitos da AHL), uma hipotese que
parece consistente com a evidéncia eletrofisioldgica registrada em animais despertos,
no qual neurénios 5-HT regulam de forma particular um modelo de baixa descarga
nestes animais, que gradativamente deteriora-se através do ciclo sono-vigilia (Jacobs e
Fornal, 1999), tornando-se virtualmente inativo durante a fase REM (Rapid Eye
Movements) do sono. Uma interpretacao alternativa para o aumento na duragdo do
comportamento de imobilidade em nossos resultados ¢ que este comportamento possa
ser uma parte integrante da sequéncia comportamental de saciedade (alimentagao-
manutengdo-descanso) (Halford e Blundell, 1996; Gundlah et al., 1998; Halford et al.,

1998), que foi antecipado por inje¢des de MET na AHL.

O tratamento com MET no ARC ndo desencadeou alteragdes nos comportamentos
ingestivos em ambas as fases do ciclo estral das ratas estudadas. Estes resultados,
juntamente com os efeitos hipofagicos desencadeados pela inje¢do de MET na AHL,
indicam a auséncia de influéncias inibitérias tonicas serotoninérgicas sobre neurdnios,
localizados no ARC ou na AHL envolvidos no controle da ingestdo de alimento. A
administracio de MET no PVN de ratos também ndo desencadeia uma resposta
hiperfagica (Coscina et al., 1994). Coletivamente esses resultados indicam a auséncia
de influéncia inibitéria tonica da 5-HT em trés importantes nlcleos hipotalamicos
(ARC e AHL, no presente estudo; e PVN) relacionados na regulacdo da ingestdo de

alimento.

E importante ressaltar que durante os estados de privacio alimentar, ocorre um
aumento na sintese e na recaptacdo de 5-HT, bem como na captacdo de triptofano na
AHL (Kantak et al., 1977; Kantak et al., 1978) ¢ um aumento extracelular de 5-HT

nesta regido durante a ingestdo de uma dieta altamente palativel ou mais saborosa
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(Schwartz et al., 1989). Alguns estudos tém descrito que existem impulsos
serotoninérgicos no ARC relacionados com a regulacdo do balango energético e da
ingestdo de alimento (Heisler et al., 2002; 2006). A ativagdo de receptores 5-HT g no
ARC hiperpolariza os neurdnios que expressam AgRP (orexigeno) e reduz o efeito
inibitorio sobre os neurdonios que expressam POMC (anorexigeno), enquanto a ativagao
de receptores 5-HT,c aumenta a atividade de neurénios que contém o hormonio a-MSH
(anorexigeno) (Heisler et al., 2002; 2006). Estes dados sugerem que influéncias
serotoninérgicas direcionadas ao ARC ou AHL possam controlar a ingestdo de alimento
durante condig¢des especificas, de modo fasico e ndo tonico inibitério. Como indicado
na introducdo deste estudo, esta situacdo contrasta com os efeitos observados apos
infusdo bilateral de MET na regido posterior da amigdala basolateral (pBLA), onde
ocorre uma resposta hiperfagica em ratos fémeas (Parker et al., 2001), indicando que
existe uma influéncia tonica inibitéria serotoninérgica sobre o consumo de alimento
neste sitio extra hipotalamico.

E interessante notar que em aves (Columba livia), em oposi¢do ao observado nos
ratos, os impulsos serotoninérgicos, dirigidos para areas hipotalamicas ventromediais e
para uma regido comparavel ao PVN de mamiferos, podem exercer uma atividade
inibitoria tonica sobre a ingestao de alimento. As injecdes locais de MET e de GR46611
(agonista de receptores 5-HTp/is), no PVN, i.c.v. ou nos nucleos medial e lateral do
hipotalamo posterior e no nucleo magnocelular pré-optico, desencadeiam uma intensa
resposta hiperfagica nesta espécie (Da Silva et al., 2007). Estes dados sugerem que em
aves e em mamiferos existem circuitos inibitdrios mediados por 5-HT que atuam na
regulagdo da ingestdo de alimento no hipotdlamo e no complexo amigdaloide.
Entretanto, as aves exibem perfis diferentes das agdes 5-HT em mecanismos

hipotalamicos relacionados ao comportamento alimentar.



62

Além disso, a resposta na ingestao de alimento desencadeada pela administracao
de 8-OH-DPAT (agonista de receptores 5-HT s € 5-HT7) nos animais difere de acordo
com o estado nutricional. Experimentos realizados em ratos, mostram que, apds o
tratamento sistémico com 8-OH-DPAT, ocorre reducao na ingestao de alimento nos
animais submetidos a restrigdo alimentar e aumento da ingestdo de alimento nos
animais saciados (Dourish et al., 1985; Ebenezer et al., 1999; Ebenezer et al., 2001;
Ebenezer et al., 2007; Ebenezer e Surujbally, 2007). A hiperfagia desencadeada pela
administracido de 8-OH-DPAT ¢ atribuida a ativagdo de receptores 5-HTja
(autorreceptor somato-dendritico) encontrados nos NMR e NDR, que desencadeiam
uma inibicdo da atividade neuronal serotoninérgica, provocando redugdo na liberacao
de 5-HT em dareas do prosencéfalo (Fletcher e Coscina, 1993; Currie e Coscina, 1996;
Coscina et al., 2000). Este mecanismo proposto sugere a presenca de um tonus
inibitdrio serotoninérgico, exercido por neurdnios localizados nos nucleos da rafe sobre
estruturas prosencefalicas, relacionadas com o controle da ingestdo de alimento. Este
mecanismo inibitorio sobre a ingestdo de alimento ndo foi encontrado no ARC e na
AHL no presente experimento, uma vez que o tratamento com MET ndo desencadeou

uma resposta hiperfagica.

No presente estudo, a injecdo de 8-OH-DPAT na AHL reduziu a ingestao de
alimento em ambas as fases de ciclo estral das ratas. O mesmo tratamento no ARC
diminuiu a ingestdo de alimento somente durante o estdgio de estro e apenas com a
maior dose de 8-OHDPAT. Os comportamentos ndo ingestivos permaneceram
inalterados apos este tratamento no ARC e na AHL, portanto, os efeitos hipofagicos
desencadeados pela administragio de 8-OH-DPAT ndo podem ser atribuidos as
mudangas na atividade motora ou em outras categorias comportamentais (ndo-

ingestivas).
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Estudos imunohistoquimicos mostraram a presenca de receptores 5-HT o no
corpo celular e nos dendritos proximais de neurénios do ARC que expressam peptideos
orexigenos, como o NPY e AgRP ou em neurdnios contendo neuropeptideos
anorexigenos, como a POMC (precursor do a-MSH) e o CART (Collin et al., 2002).
Como os receptores 5-HT;4 em neurdnios nunca foram visualizados em fibras ou
terminacdes neuronais, parece que a regulacdo da liberagdo, pela 5-HT, dos
neuropeptideos produzidos por neurénios do ARC possa ser mediada por receptores 5-
HTa pos-sinapticos (Collin et al., 2002). Além disso, a 5-HT parece ser liberada em
locais do ARC, onde receptores 5-HT; 5 estdo presentes, uma vez que fibras neuronais
serotoninérgicas foram encontradas bem proximas aos neurdnios contendo receptores
5-HT;s (Collin et al., 2002). Na AHL, receptores 5-HT; foram encontrados no corpo
celular de neurdnios que expressam peptideos orexigenos, como o MCH e a orexina A.
Também foram observadas fibras neuronais contendo transportador para a 5-HT

proximas a corpos celulares contendo receptores 5-HT 4 (Collin et al., 2002).

Como indicado acima, demonstrou-se que influéncias serotoninérgicas, através da
ativagdo de receptores 5-HTp, inibem a atividade neuronal de AgRP e reduzem sinais
inibitorios pos-sinapticos nos neurdnios que expressam POMC, enquanto a ativagdo de
receptores 5-HT,c estimula neurdnios relacionados a POMC (Heisler et al., 2002;
2006). Os resultados aqui apresentados sugerem que circuitos serotoninérgicos que
controlam os neurdnios peptidérgicos do ARC possam também incluir os receptores 5-

HT4, além dos receptores 5-HT 5 e 5-HT>c.

Assim, poderiamos sugerir que a resposta hipofagica induzida pela inje¢ao de 8-
OH-DPAT no ARC, no presente trabalho, poderia ser desencadeada pela redugdo na
liberagdo de NPY e de AgRP e pelo aumento na liberagdo do a-MSH e CART. Virios

estudos tém demonstrado a existéncia de imunorreatividade para fibras neurais e
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axonios que expressam NPY, AgRP e a-MSH na AHL e, que estes, estdo em contato
com outros neurdnios que expressam MCH e orexina (Broberger et al., 1998; Elias et
al., 1998; Broberger, 2005; Stanley et al., 2005). Além disso, existe evidéncia que
fibras dos neurdnios que expressam orexina se projetam ao ARC (Peyron et al., 1998;
Stanley, 2005). Neste estudo, ¢ dificil esclarecer as conexdes existentes entre os
neurdnios peptidérgicos e nao peptidérgicos do ARC e da AHL que sdo responsaveis
pelos efeitos hipofagicos desencadeados por injecdes de MET ou de 8-OH-DPAT,

nestes nucleos hipotalamicos.

Ao contrario do observado no ARC, ambas as doses de 8-OH-DPAT
desencadearam uma resposta hipofagica quando injetadas na AHL. Em ratos
alimentados ad libitum e que sdo mantidos com restri¢ao alimentar durante 2h antes do
experimento, a administra¢ao periférica de 8-OH-DPAT desencadeia uma reducao na
liberacao extracelular de 5-HT. Quando o alimento estava disponivel para ratos
saciados durante a sessdo experimental, a resposta alimentar desencadeada pela inje¢cao
de 8-OH-DPAT induziu um aumento na 5-HT extracelular comparado ao grupo com
restri¢ao alimentar apds a injecao 8-OH-DPAT. A concentracdo de 5-HT extracelular
ndo foi afetada pelo tratamento com 8-OH-DPAT em animais privados de alimento
com ou sem restricdo alimentar durante o periodo experimental. Em animais ndo
saciados e que, apos o tratamento com 8-OH-DPAT, tiveram acesso ao alimento
ocorreu uma redu¢do na ingestdo alimentar, a liberacdo de 5-HT extracelular
permaneceu inalterada nesta condi¢do, o que poderia ser atribuido ao baixo consumo de

alimento observado neste experimento (Voigt et al., 2000).

Estes resultados sugerem que influéncias serotoninérgicas para o hipotdlamo
lateral sejam ativas somente quando o consumo alimentar ocorre realmente.

Interessante observar € que a ativagao dos receptores 5-HT g ou 5-HT,¢c na AHL nao



65

afeta a ingestdo de alimentos (Hijiki et al.,, 2004), sugerindo que a influéncia
serotoninérgica a AHL sobre os efeitos hipofagicos pode ser mediada por outro subtipo
de receptor 5-HT. No entanto, os presentes dados sugerem que os receptores pos-

sindpticos 5-HT 4 poderiam mediar os efeitos hipofagicos da 5-HT na AHL.

Na AHL, a presenca de receptor 5-HT;s e de transportadores de 5-HT foi
observada em corpos celulares de neurdnios que contém dois peptideos orexigenos
(MCH e orexina A) (Collin et al., 2002). Estes dados indicam que a resposta hipofagica
induzida pelo tratamento com 8-OH-DPAT na AHL poderia ser mediada pela
diminui¢do na liberagdo de MCH e/ou da orexina A. Em ratos, a administragdo i.c.v. de
MCH também desencadeia uma resposta dipsogénica independente da ingestdo de
alimento (Clegg et al., 2003; Morens et al., 2005). Os dados apresentados aqui excluem
uma participag¢ao dos receptores 5-HT 4 dos neuroénios da AHL no controle da ingestao
de 4gua; visto que ndo foram encontradas alteracdes neste comportamento apds o

tratamento com 8-OH-DPAT ou MET.

A utilizagdo de doses de agonistas de receptores 5-HT;a, que normalmente
aumentam a ingestdo de alimento (ragdo comercial granulada) em ratos saciados, pode
reduzir a ingestdo de alimento em animais habituados a ingerir alimento palatavel
(Swiergiel e Dunn, 2000; Ebenezer e Tite, 2003). Concordando com estes resultados, o
tratamento com 5-HT no PVN diminui a ingestdo de carboidrato, mas ndo altera o
consumo de proteina ou de gordura (Mancilla-Diaz et al., 2005). Este efeito inibitorio
sobre o consumo de carboidratos ¢ bloqueado pela administracdo de antagonistas de

receptores 5-HT 4 ou 5-HT,s (Mancilla-Diaz et al., 2005).

Além disso, a injecdo de 8-OH-DPAT no PVN reduz a ingestao de carboidrato em
ratos (Lopez-Alonso et al., 2007). Coletivamente estes dados sugerem que a ativagao de

receptores 5-HT ;s parece reduzir a ingestdo de carboidratos e que estes receptores
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poderiam ser encontrados no PVN (Mancilla-Diaz et al., 2005, Lopez-Alonso et al.,
2007), ARC e AHL (no presente estudo). Entretanto, os efeitos de agentes
serotoninérgicos na ingestdo de alimentos foram mostrados em diferentes modelos
experimentais € na dependéncia de inumeros fatores, incluindo a palatabilidade da dieta
(Dourish et al., 1988; Stallone e Nicolaidis, 1989; Halford e Blundell, 1996), os
macronutrientes oferecidos (Leibowitz et al., 1993; Grignaschi et al., 1999; Jourdan et
al., 2003), o regime alimentar dos animais e do periodo do ciclo claro/escuro estudado
(Fletcher, 1988; Coscina et al., 1994; Currie e Coscina, 1993; Ebenezer et al., 2001;
Ebenezer e Surujbally, 2007). Tal situagdo implica que as mudangas no comportamento
de alimentagdo observado no presente estudo podem nao ser significativas no contexto
da ingestao de alimento como um todo, sendo, porém, validas para situagdes quando

um regime de alimentagdo programado de uma dieta mais palatavel esteja presente.

Este estudo também mostra que os hormonios esteroides ovarianos podem afetar
os efeitos hipofagicos desencadeados pelo tratamento com 8-OH-DPAT no ARC. Ao
contrario, a resposta hipofagica desencadeada pela administracao de 8-OH-DPAT na
AHL nao foi afetada por esterdides ovarianos, uma vez que a magnitude dessa reducao
no consumo de alimento na fase de estro foi similar aquela observada na fase de
diestro. Este resultado indica que o controle da ingestdo de alimento por receptores 5-
HT;a do ARC poderia ser influenciado por hormonios esterdides gonadais. O estradiol
parece ser o hormonio ovariano envolvido nas alteracdes de respostas dos neurdnios 5-
HT do ARC a 8-OH-DPAT, uma vez que a resposta hiperfagica desencadeada pela
administracao sistémica de 8-OH-DPAT ¢ diferente nas varias fases do ciclo estral em
ratas. Além disso, o tratamento com estradiol em ratas ooforectomizadas atenua a
hiperfagia induzida por agonista 5-HT; s (Uphouse et al., 1991; Salamanca e Uphouse,

1992).
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Um estudo realizado em fémeas adultas de macacos rhesus (Macaca mulatta)
mostrou que o numero de receptores 5-HT ;o pds-sinapticos do hipotdlamo diminui apds
tratamento com estrogénio ou com estrogénio combinado com progesterona, porém
permanece inalterado quando utilizado a progesterona isoladamente (Lu e Bethea,
2002). Adicionalmente, um regime ciclico de tratamento com estrogénio em ratas
ooforectomizadas aumenta o efeito anorético da fenfluramina (Rivera e Eckel, 2005). A
resposta hiperfagica observada apds a ooforectomia ¢ atribuida ao declinio dos niveis
circulantes de estradiol (ndo de progesterona), uma vez que somente a reposicao de
estradiol € capaz de reverter a ingestdao de alimento em ratas ooforectomizadas (Geary e

Asarian, 1999).

Em acordo com os resultados aqui apresentados, estudos prévios da literatura
sugerem que a sensibilidade a influéncia inibitéria tonica exercida pela 5-HT no
controle da ingestao de alimento parece ser mais evidente durante o estro que em outras
fases do ciclo estral em ratas. A infusdo de MET na pBLA desencadeia uma intensa
resposta hipofagica em ratas durante a fase de estro, quando comparada aquela
desencadeada em ratas na fase de diestro. Consequentemente, a sinalizag¢do inibitoria da
5-HT sobre a ingestdo de alimento parece ser mais intensa no estro em circuitos da

pBLA (Parker et al., 2002).

Adicionalmente, tem sido relatado que a anorexia induzida pelo tratamento com
fenfluramina ¢ maior no estro que no diestro (Eckel et al., 2005; Rivera e Eckel, 2005).
Ao contrario, a hiperfagia induzida por tratamento com agonista 5-HT;n ¢ mais
evidente em ratas na fase de diestro que em proestro ou estro (Uphouse et al., 1991).
Como a resposta hiperfagica ¢ mediada pelo autorreceptor pré-sinaptico 5-HTa € a
resposta hipofagica ¢ mediada por receptores pos-sinapticos, poderia ser sugerido que o

estrogeno afeta diferentemente os receptores pré ou pos-sinapticos de 5-HT.
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Em modelos experimentais, nos quais o NDR ¢ estudado, os resultados
apresentados sdo similares e sugerem que o estrogénio reduz a fung¢ao de receptores 5-
HTia e, que, a secrecdo pré-ovulatéria do estradiol em ratas reduz a expressao de
receptores 5-HT 5 (Maswood et al., 1995). Também em ratas, o estrogénio diminuiu a
capacidade da 8-OH-DPAT em inibir neuronios 5-HT localizados no NDR (Lakoski e

Cunningham, 1988).

Em primatas ndo humanos (Macaca mulatta) ooforectomizadas, o tratamento
com estrogénio e progesterona diminui a expressado de RNAm de autoreceptores 5-
HT;s no NDR (Pecins-Thompson e Bethea, 1999). Adicionalmente, a ligacdo do
receptor com proteina G apds estimulagdo induzida pela 8-OH-DPAT ¢ reduzida por
tratamento com hormodnios ovarianos em ratas ou macacas ooforectomizadas (Lu e

Bethea, 2002, Le Saux e Di Paolo, 2005).

No hipotdlamo, a funcao de receptores pds-sinapticos 5-HT 5 em resposta ao
estrogeno foi investigada em ratas ooforectomizadas e os resultados inconsistentes
foram atribuidos a espécie estudada, as diferencas nos desenhos experimentais (periodo
de observacao diurno/noturno) e devido ao regime de reposicdo de estrégeno em
diferentes doses e/ou duragdes (Biegon et al., 1982; Frankfurt et al., 1994; Flugge et al.,

1999; Gundlah et al., 1999; Lu e Bethea, 2002; Raap et al., 2002).

Entretanto, estudos de microdidlise in vivo mostraram que as concentracdes de 5-
HT diminuiram no hipotdlamo durante o estdgio de estro em ratas com ciclo estral
normal (Gundlah et al., 1998). Consequentemente, no curso das flutuagdes nos niveis
de 5-HT durante o ciclo estral, os baixos niveis do neurotransmissor durante a fase de
estro poderiam levar ao aumento na expressdao de receptores SHT ;s neste estdgio do
ciclo ovariano, assim aumentando o padrao de resposta dos neurdnios localizados no

ARC a 8-OH-DPAT. Alternativamente, poderia ser possivel que somente um aumento
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nos sitios de ligagcdo dos receptores 5-HT15 no ARC (Biegon et al., 1982; Flugge et al.,
1999) sem alterar a liberagdo de 5-HT na fenda sinaptica, o que poderia ser suficiente
para o efeito hipofagico desencadeado pela administracdo de 8-OH-DPAT na fase de

estro.

De acordo com esta sugestdo, tem sido relatado que ratas em fase de estro,
mostram concentragoes extracelulares, relativamente constantes, de 5-HT no
hipotdlamo médio-basal entre as transicoes das fases de claro e escuro no ciclo claro-
escuro (Maswood et al., 1995). Além disso, a densidade de transportadores de 5-HT
(SERT) no ARC ni3o muda em ratas ooforectomizadas com ou sem reposicdo de
estrogenos (McQueen et al., 1999; Summer et al., 1999). Igualmente em ratas
ooforectomizadas, o tratamento com uma combinacao de estradiol e progesterona nao
parece influenciar a sintese de 5-HT na eminéncia mediana ou na regido médio-basal do
hipotalamo, verificada através da mensuragdo de 5-hidroxitriptofano acumulado (King

et al., 1986).

Nossos dados sugerem que os hormonios esterdides ovarianos poderiam aumentar
a eficacia das influéncias sobre a saciedade mediadas por ativacdo de receptores pos-
sindpticos 5-HTa localizados no ARC, uma vez que a reducao na duracao do consumo
alimentar foi observada somente durante o estdgio de estro. De acordo com esta
hipotese, foi demonstrado que o estradiol diminui a quantidade e o tempo de consumo
de alimento por aumentar o efeito desencadeado pelos compostos anorexigenos (CCK
e/ou 5-HT), que sinalizam o término da refeicdo e diminui o efeito dos compostos
orexigenos (MCH e a grelina) que sustentam uma refei¢do (Geary et al., 1994; Eckel,
2004; Messina et al., 2006; Clegg, 2007). Os dados deste estudo ndo permitem avaliar
se a resposta hipofagica mediada pela ativacdo de receptores 5-HT ;5 localizados no

ARC ¢ um resultado da mudanca na sensibilidade destes receptores induzida pelo
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estrogeno ou, poderia ser atribuida aos efeitos do estrogeno, aumentando a eficacia dos

sinais neurais que induzem saciedade.

Similar ao observado no ARC, somente o tratamento com a maior dose de 8-OH-
DPAT administrada na AHL diminuiu a duragdo do consumo de alimento e, apenas
durante a fase de estro, sugerindo que esterdides ovarianos na AHL, bem como no
ARC, poderiam aumentar a eficicia dos sinais de saciedade que desencadeiam o
término da refeicdo mediado pela ativagdo de receptores pds-sinapticos 5-HTj5. De
acordo com esta sugestdo, tem sido relatado que o efeito orexigeno do MCH ¢ mediado
por um aumento seletivo do tamanho da refeicdo, que foi atenuado em ratas
ooforectomizadas tratadas com estrogeno e durante a fase de estro, relativo ao diestro,

em ratas com ciclo estral normal (Santollo e Eckel, 2008).

Embora varios estudos demonstrem uma redu¢ao na ingestdo de alimentos
durante a fase de estro relativo ao diestro em ratas com ciclo estral normal (Eckel e
Geary, 1999; Eckel et al., 2000; Geary, 2001; Eckel e Moore, 2004; Eckel et al., 2005;
Asarian e Geary, 2006), este efeito nao foi observado neste estudo. A ingestao de
alimento exibida por ratas tratadas com veiculo durante a fase de estro foi similar
aquela verificada no mesmo grupo em fase de diestro. Esta discrepancia pode ser
explicada pelo treinamento dos animais para comer dieta enriquecida com sacarose no
meio da fase clara do ciclo claro-escuro. Tem sido demonstrado que animais testados
durante o meio da fase clara exibem consumo de alimento similar em estro e diestro
(Parker et al., 2002). A tipica reduc@o na ingestdo de alimento durante a fase de estro
foi observada em experimentos realizados durante o inicio da fase escura do ciclo claro-
escuro (Eckel e Geary, 1999; Eckel et al., 2000; 2005; Asarian e Geary, 2006) quando a
maioria do alimento didrio ¢ ingerida (Laviano et al., 1996). A intensa ingestdo de

alimento observada na fase clara no presente trabalho poderia ser devido a elevada
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palatabilidade da dieta para os animais. Neste trabalho a fase de estro se refere a fase do
ciclo ovariano definida pelo esfregaco vaginal. A fase do ciclo foi definida na manha
seguinte apos a ovulacdo noturna, € os experimentos foram realizados no mesmo dia, o
que correspondeu de 13 a 15h apds a ovulagdo. Este periodo pode nao ser
completamente representativo de mudancas comportamentais presentes em momentos

iniciais dos comportamentos de fase de estro (Becker et al., 2005).

Viérios estudos demonstraram que o ARC expressa receptores estrogénicos do tipo
o (REa) e B (REP) e a AHL expressa REa (Asarian e Geary, 2006; Woods et al., 2007,
Roepke, 2009). No estudo realizado por Sar e colaboradores (1990) foi demonstrado
existir uma co-localizagdo de subpopulagdes de neurdnios do ARC que expressam
receptores para NPY e estrogeno e que influéncias do estrogeno sobre MCH poderiam
ser sinalizadas indiretamente, via neurdnios adjacentes contendo REa, uma vez que
neurdnios que expressam MCH ndo apresentam esses tipos de receptores (Muschamp e

Hull, 2007).

Interessante observar que a deficiéncia da isoforma REa, que esta concentrado
principalmente no ARC, induz a obesidade em camundongos, visto que os
camundongos deficientes em REB (que ndo ¢ expresso na AHL) apresentam peso
corporeo normal (Couse e Korach, 1999), isto sugere um papel especifico para o REa
em mediar os efeitos do estrogénio no balanco energético. Se estes receptores de
estrogenos também modulam a resposta da ingestdo de alimento mediada por ativagdo
de receptores pds-sinapticos 5-HT;a localizados no ARC ou na AHL ¢ um topico que

merece elucidagao.

De acordo com o experimento prévio, a inje¢cdo de 8-OH-DPAT na AHL de
ratos previamente tratados com o veiculo confirmou a hipofagia induzida pelo 8-OH-

DAT, tanto em estro como em diestro. Além disso, o presente resultado indica que o
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pré-tratamento com WAY 100635 na AHL bloqueia a redugdo na ingestao de alimento
induzida pela administracdo de 8-OH-DPAT em ambas as fases do ciclo estral. Como o
WAY 100635 ¢ considerado um potente e seletivo antagonista de receptores 5-HT 4, os
presentes dados reforcam a nossa sugestdo de que receptores 5-HT;a localizados na
AHL participam de circuitos serotoninérgicos envolvidos no controle da ingestdo
alimentar. Além disso, a ativagdo de receptores 5-HT g ou 5-HT,c na AHL nao afeta a
ingestdo alimentar (Hikiji et al., 2004), sugerindo que o efeito hipofagico da 5-HT na

AHL possa ser mediado por outros subtipos de receptores 5-HT como o 5-HT 4.

Os grupos neuronais da AHL que estdo envolvidos na regulacdo da ingestdo de
alimento e do balango energético sdo aqueles que expressam MCH e a orexina
(Broberger et al., 1998; Elias et al., 1998; Broberger, 2005; Stanley et al., 2005) e
estudos de imunorreatividade na AHL demonstraram a presenca de receptores 5-HT 5 e
de transportador de 5-HT (SERT) em corpos celulares de neur6nios que expressam
peptideos orexigenos (MCH e orexina A) (Collin et al., 2002). Sendo assim, a resposta
hipofagica induzida pela administracio de 8-OH-DPAT na AHL poderia ser entdo,
mediada pela diminuicdo da liberagdo de MCH e/ou orexina A. No entanto, outros
estudos utilizando agonista e/ou antagonista seletivo de receptor 5-HT7 sdo necessarios
para excluir totalmente a participacdo desse subtipo de receptor 5-HT no controle da
ingestao alimentar.

E importante ressaltar que a administracio isolada de WAY 100635 na AHL
determinou um efeito hipofagico significativo apenas na fase de diestro. Para nosso
conhecimento, nenhum outro estudo na literatura mostrou que WAY 100635 quando
utilizado em estudos comportamentais de dor, ansiedade ou de ingestdo de alimento
tivesse algum efeito. Ao contrario, estudos em roedores e suinos mostraram que a

administracio de WAY 100635 nao desencadeia alteracdes no consumo alimentar
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(Fletcher et al., 1996, Swiergiel ¢ Dunn, 2000; Ebenezer et al., 2001). As razdes para
esta discrepancia ndo foram ainda estabelecidas. E possivel que fatores como a dose de
WAY 100635 utilizada no presente estudo, a inativagdo de outros subtipos de receptores
5-HT, assim como a inativagdo de circuitos neuronais canabinéides na AHL, poderiam
justificar a resposta hipofagica induzida pela injecdo de WAY 100635 na AHL no

presente estudo.

Na ultima década, tem sido relatado que o sistema canabinodide participa na
regulacdo da ingestdo alimentar (Bellocchio et al., 2008). A administracdo central ou
sistémica de canabindides, endogenos ou exdgenos, provoca a ativagdo de receptores
canabinoides tipo 1 (CB-1) que desencadeia uma resposta hiperfagica em ratos saciados
(Hao et al., 2004). Por outro lado, o bloqueio farmacolédgico dos receptores CB-1 reduz
o consumo de alimento mais palatadvel em animais saciados (Simiand et al., 1998) e
reduz a ingestao de alimento em animais submetidos a restricdo alimentar previamente

ao experimento (Colombo et al., 1998).

Além da sinalizagdo canabindide via receptores CB-1, os canabindides
(endogenos, sintéticos, e fito-canabindides) também podem agir como agonistas de
receptores SHT A in vivo ou in vitro (Mishima et al., 2005; Russo et al., 2005). Estudos
imunohistoquimicos demonstraram a expressao de receptores CB-1 no hipotalamo,

particularmente na AHL de ratos (Moldrich e Wenger, 2000).

Recentemente, outros trabalhos imunohistoquimicos mostraram que muitos
neurénios da AHL expressam RNAm para receptores CB-1, o que ndo foi demonstrado
no ARC (Jelsing et al., 2008). Também tem sido relatado que neurdnios que expressam
MCH/orexina sintetizam RNAm para receptores CB-1, nos quais ja foi demonstrada a
presenca de receptores 5-HT;4, na AHL (Collin et al., 2002). Como o sistema

canabindide interage com receptores 5-HT 4, entdo podemos admitir que o bloqueio dos
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receptores 5-HT 4 por WAY 100635 impede a influéncia endocanabindide excitatéria

sobre a ingestao alimentar e, consequentemente, desencadeia uma resposta hipofagica.

Embora a dose de WAY 100635 utilizada nesse estudo tenha sido escolhida com
base em estudos de comportamento alimentar, onde essa droga foi administrada
diretamente no parénquima (PVN) (Mancilla-Diaz et al., 2005), a dose injetada foi
maior que aquela utilizada em experimentos de dor e de ansiedade. Em altas doses, essa
droga pode atuar como agonista dos receptores dopaminérgicos (Marona-Lewicka e
Nichols, 2009) ou antagonista de receptores adrenérgicos do tipo alfa 1A, 1B e 1D
(Testa et al., 1999). Assim, o efeito hipofagico desencadeado pela administracdo de
WAY 100635 poderia ser atribuido ao bloqueio de receptores catecolaminérgicos. No
entanto, o pré-tratamento com WAY 100635 completamente reverteu o efeito
hipofagico provocado pela injecdo de 8-OH-DPAT nos animais, fornecendo fortes
evidéncias que os efeitos provocados pela administracdo de 8-OH-DPAT na ingestao

alimentar sejam mediados por receptores 5-HT .

Nossos resultados sugerem que a regulagdo do consumo alimentar mediada por
receptores 5-HT o da AHL parece ser afetada por flutuagdes de hormonios ovarianos,
uma vez que o bloqueio dos receptores 5-HT ;4 pelo WAY 100635 induziu uma resposta
hipofagica apenas em fase de diestro. Os dados obtidos no experimento I nos permitem
sugerir que os efeitos da ativagdo de receptores 5-HT ;4 da AHL possam ser atribuidos a
influéncias dos hormoénios ovarianos, uma vez que ocorreu uma reducdo na duragdo da
ingestao alimentar apenas durante o estro, embora no experimento II, essa alteragdo nao

tenha sido reproduzida (Steffens et al., 2008).

Além disso, os resultados aqui apresentados mostraram que a injecao de 8-OH-

DPAT na AHL de ratas pré-tratadas com WAY 100635 desencadeou um aumento na
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duracdo do comportamento locomotor durante a fase de diestro. Este aumento da
atividade motora poderia afetar o comportamento alimentar, porém o consumo de
alimento nos animais pré-tratados com WAY 100635 que receberam injecao de 8-OH-
DPAT foi similar ao grupo controle, indicando que a diminuicdo do efeito hipofagico
induzido por 8-OH-DAPT poderia ser atribuido ao bloqueio dos receptores 5-HTja
promovido pelo WAY 100635 e reforca a sugestdo de que receptores S5-HTia
localizados na AHL participam nos circuitos serotoninérgicos envolvidos com a

regulacdo da ingestao de alimento.

Confirmando nossos dados anteriores, o tratamento com 8-OH-DPAT no ARC
desencadeou uma reducao na ingestdo de alimento e reduziu a duragdo no consumo de
alimento, apenas na fase de estro. O bloqueio dos receptores 5-HT14 com WAY 100635
suprimiu os efeitos ingestivos provocados pela administragdo de 8-OH-DPAT. Estes
resultados indicam que as alteracdes na ingestdo alimentar sdo especificamente
mediadas por receptores 5-HT 4 localizados no ARC e validam nossa sugestdo anterior
de que receptores 5-HT ;5 do ARC, envolvidos no controle da ingestdo de alimento, sdo
influenciados por alteragdes nos niveis de hormdnios ovarianos que ocorrem durante o

ciclo estral das ratas (Steffens et al, 2008).

Como ja sugerido anteriormente, os resultados aqui mostrados sugerem que os
hormonios esterdides ovarianos podem aumentar a sensibilidade dos receptores 5-HT;a
do ARC, uma vez que a redugdo na duragdo da ingestdo de alimento apenas foi
observada na fase de estro. Neste estudo, os registros comportamentais ndo ingestivos
permaneceram inalterados apo6s os diversos tratamentos efetuados. Assim, o efeito
hipofagico desencadeado pela administragdo de 8-OH-DPAT no ARC ndo pode ser

atribuido a mudangas na atividade motora ou aos demais comportamentos analisados.
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Além dos receptores 5-HT localizados no ARC e na AHL, os receptores 5-
HT;s do PVN também parecem mediar o efeito hipofagico mediado por circuitos 5-HT,
uma vez que o pré-tratamento com WAY 100635 bloqueou a resposta hipofagica
induzida pela injecdo de 8-OH-DAPT no PVN de ratos alimentados ad [ibitum
(Mancilla-Diaz et al., 2005). O papel dos receptores 5-HT;o do PVN na regulagdo
serotoninérgica sobre o comportamento alimentar estd diretamente relacionado ao
processo de saciedade, uma vez que a administragdo de WAY 100635, seletivamente,
suprimiu a diminui¢do do consumo de alimento e antecipou o término da alimentagao
desencadeado pela administragdo de 8-OH-DPAT, em vez de provocar alteracdes em

outras atividades comportamentais (Mancilla-Diaz et al., 2005).

Os dados apresentados revelaram que neuronios localizados no ARC e na AHL
nao apresentam influéncia inibitdria tonica serotoninérgica sobre a ingestdo alimentar.
Adicionalmente, este estudo mostrou que receptores 5-HT;4 do ARC e da AHL sao
componentes dos circuitos serotoninérgicos, que regulam a ingestdo alimentar e que
ambos os circuitos 5-HT foram afetados por niveis de hormonios ovarianos,
possivelmente por flutuacdo da concentragdo sérica de estrogénio, a qual poderia
diretamente aumentar a sensibilidade dos neurénios do ARC ao efeito hipofagico
desencadeado pela administragdo de 8-OH-DPAT ou que poderia aumentar a eficacia de
influéncias sobre a saciedade no ARC e AHL provocadas pela ativacdo de receptores 5-
HT)a.

Quando os animais foram pré-tratados com WAY 100635 e receberam injegao
de 8-OH-DPAT, os resultados confirmaram nossa sugestdo prévia que receptores 5-
HT) A localizados no ARC e na AHL estdo envolvidos na regulacdo serotoninérgica da
ingestdo de alimento. Novamente foi demonstrada que a sensibilidade dos receptores 5-

HT;s do ARC foi afetada pelos hormonios esterdides ovarianos que influenciaram no
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aparecimento de sinais de saciedade apos a administragao de 8-OH-DPAT. Os circuitos
serotoninérgicos localizados na AHL também podem ser afetados pelos hormonios
ovarianos, uma vez que o tratamento isolado com WAY 100635 desencadeou uma
resposta hipofagica apenas durante a fase de diestro. Esse efeito hipofagico do WAY
100635 poderia ser atribuido ao bloqueio de influéncias excitatdrias endocanabinodides
sobre o consumo alimentar, uma vez que existem evidéncias que os endocanabinoides

podem atuar como agonistas de receptores SHT .
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6. CONCLUSOES

6.1. No ARC, a injecdo de metergolina, em todas as doses, ndo alterou o
consumo de alimento em ambos os estagios do ciclo estral. Porém, ambas as doses de
metergolina desencadearam uma resposta hipofagica quando administradas na AHL de
ratas nas fases de estro e diestro.

6.2. A injecdo de ambas as doses de 8-OH-DPAT na AHL e em ambas as fases
do ciclo estral nas ratas causou uma redug¢do significativa na ingestdo de alimento. No
entanto, no ARC este mesmo tratamento desencadeou uma significativa resposta
hipofagica somente quando utilizada a maior dose de 8-OH-DPAT e apenas durante a
fase de estro. A administra¢do da maior dose de 8-OH-DPAT na AHL desencadeou
uma resposta hipofagica durante a fase de estro, semelhante aquela obtida no
experimento do ARC.

6.3. A injecdo de 8-OH-DPAT na AHL de animais pré-tratados com WAY
100635 reduziu a ingestdo de alimento em ambas as fases do ciclo estral. O pré-
tratamento com WAY 100635 bloqueou o efeito hipofagico desencadeado pela
administracdo de 8-OH-DPAT durante ambas as fases do ciclo estral. A injecdo de
WAY 100635 desencadeou uma reducao no consumo de alimento em ratas durante a
fase de diestro. O tratamento com §8-OH-DPAT no ARC provocou uma reducdo no
consumo de alimento somente na fase de estro. A resposta hipofagica foi bloqueada pela
inje¢do prévia de WAY 100635 no ARC.

6.4. O consumo alimentar exibido por ratas tratadas com veiculo durante a fase
de estro foi similar aquele verificado no mesmo grupo em fase de diestro.

6.5. O comportamento dipsogénico ndo foi afetado pela administragdo de
metergolina, 8-OH-DPAT ou de WAY 100635 no ARC e na AHL em ambas as fases

do ciclo estral.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article History: The present study examined the effects of local injections of metergoline (MET, an antagonist of 5-HT1/2
Received 11 April 2008 receptors, 2 and 20 nmol) and 8-hydroxy-2-(di-n-propylamino}-tetralin (8-OH-DPAT, selective 5-HT1A
Received in revised form 10 july 2008 receptor agonist, 0.6 and 6 nmel) into the arcuate nudeus (ARC) and the lateral hypothalamus (LH), on
Arce T Ty 2008 ingestive and non-ingestive behaviars of female rats. These effects were examined during the diurnal periods
af diestrus and estrus in rats adapted to eat a wet mash diet (enriched with 10% sucrose) during 1h for 3

Keywords:

Metergoline consecutive days at the recording chamber. The results showed that 8-OH-DPAT injected into the LH
8-OH-DPAT significantly reduced food intake at all doses and both cycle stages, while in the ARC these treatmentsevoked
Food intake hypophagia only at the highest 8-0H-DPAT dose and only at the estrous phase. MET administered into the
Estrous cycle ARC (at all doses) failed to affect food intake during both estrous stages. On the other hand, food intake
Hypothalamus decreased after injection of both doses of MET into the LH of rats during estrous and diestrus phases. In estrus

stage, injections of the higher dose of 8-0H-DPAT into the ARC and into the LH decreased the duration of
feeding. Latency to start feeding, drinking, and non-ingestive behaviors were not affected by 8-0H-DPAT or
MET treatments in the ARC or the LH in bath cycle phases. These results indicated that 5-HT 1A receptors
participate in the serotonergic control of feeding-related mechanisms located at the ARC and the LH. These
feeding-related serotonergic circuits in both areas are possibly affected by ovarian hormones that could
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Abstract

This study investigated the effect of GABA, (muscimol, MUSC) and GABAy (baclofen, BACL) agonist receptors microinjected inlo medial
accumbens shell on feeding and the level of fear in free-feeding rats submitted (o the elevated plus-maze (EPM), an animal model of anxiety.
Bilateral microinjections of either MUSC (128 pmol/0.2 pl/side) or BACL (128 and 256 pmol/0.2 pl/side) induced an anxiolytic-like effect since
they decreased the occurrence of risk assessment, a defensive behaviour positively correlated with the animal anxiety level. Bilateral BACL
microinjection (128 pmol), but not MUSC. also increased the head-dipping [requency over the open arms of the EPM. another representative
behaviour of anxiety. but negatively correlated with it. In addition to anxiolysis, the present study also showed that the microinjection of MUSC
and BACL agonists into rostral sites of the medial Acb shell (AP. +1.2 to +1.6) increased food intake significantly whereas drinking behaviour
kept unchanged. Both doses of MUSC and BACL also decreased feeding Iatency. BACL but not MUSC dose-dependently increased food length.
The data indicated a putative role of GABA receptors (especially GABAg) in the medial Acb shell for anxiety modulation in rats.
© 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.
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Abstract

This study investigated the effect of the AMPA receptor antagonist 6.7-dinitroquinoxaline-2,3-dione (DNQX) microinjected into the core and
shell sub-regions of the accumbens nucleus (Ach). on the level of fearfanxiety and emotional learning, in female rats submitted to the elevated
plus-maze (EPM). an animal model of anxiety. Bilateral microinjections of DNQX (330 and 660 ng) into the Acb shell (AP, +1.08 to +2.16)
induced an anxiolytic-like effect in relation to rats microinjected with vehicle, since there was an increased percentage of entries in the open arms
of the maze. The 660 ng DNQX microinjection into the Acb shell also increased the percentage of entries into the open arms in relation to 660 ng
DNQX microinjection into the Acb core. Prior DNQX microinjections in both core and shell sub-regions of the Acb failed 1o impair the emotional
learning. since the animals exhibited an increase of the open arm avoidance on EPM Trial 2 in relation to EPM triall. DNQX microinjections into
both sub-regions of the Acb did not change the number of entries into the enclosed arms, either in the EPM Trial | or in the EPM Trial 2, which
indicales an absence of drug-induced locomotor impairment. Similarly, DNQX microinjections into both sub-regions of the Ach failed to aller the
total arm entries. rearing. grooming and head-dipping frequency. The anxiolytic-like effect induced by DNQX suggests that the AMPA receptor in
the Acb shell, but not in the Acb core. may underlie anxiety regulation in the EPM.
© 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.
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The present study examined the effects of local injections of adrenaline {AD) or noradrenaline (NA) in
equimelar doses (6, 20, and 60 nmaol ) into the median raphe nucleus {MRN) on ingestive and non-ingestive
behaviors of free-feeding rats. The results showed that the treatment with AD at doses of 20 and 60 nmol
increased food intake. While the hyperphagic response evoked by 60 nmaol dose of AD was accompanied
by a reduction of the latency to start feeding and an increase in the frequency of feeding, the 20 nmol dose
of AD was unable to change these behavioral aspects of feeding response. The meal size and non-ingestive
behaviors were not affected by AD treatment in the MRN. While water intake remained unchanged after
the treatment with 20 nmol of AD in the MRN, this dose decreased the latency to start drinking. Feeding
and drinking behaviors were not affected by treatment with NA in the MRM. These data suggest that
adrenergic receptors of MRN participate in mechanisms that control food intake initiation or appetite. In
addition, our results also indicate that the availability of energetic substrate could affect the adrenergic
influence on MRN neurons since previous data indicated that the injection of AD into the MRN of food
restricted rats decreased food intake.

© 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.
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