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RESUMO

Estudos prévios do nosso laboratério mostraram que a injecédo de
clonidina (CLON), agonista de receptor o-2 adrenérgico no nucleo
mediano da rafe (NMR) provoca aumento da ingestdo de alimento em
ratos saciados. Por outro lado, a administracdo de fenilefrina (FEN),
agonista de receptor a-1 adrenérgico, no NMR, ndo provoca alteracéo
no consumo alimentar, provavelmente devido a presenga de elevada
atividade adrenérgica e manutencdo de um tonus inibitorio persistente
(possivelmente serotonérgico) sobre a ingestdo de alimento em animais
saciados. O objetivo do presente trabalho foi investigar os efeitos da
injecdo de FEN no NMR em ratos que exibem menos influéncias
centrais inibitorias sobre a ingestdo de alimento, como é o caso da
privacdo de alimento. Em adicéo os efeitos da CLON no NMR também
foram investigados. Foram utilizados 165 ratos Wistar (Rattus
norvergicus), peso entre 270-310g com céanulas guia cronicamente
implantadas 2 mm acima no NMR e divididos em dois grupos
experimentais: ratos em restricdo de 15g de racdo/dia durante 7 dias e
ratos submetidos a jejum noturno. Apds a injecdo intra NMR de FEN ou
CLON o rato foi colocado na caixa de ingestdo contendo racéo
granulada e dgua previamente pesados. Os comportamentos ingestivos e
ndo ingestivos foram registrados digitalmente por 30 minutos. Os
comportamentos foram analisados através do programa Etholog 2.25 e
classificados conforme Halford (1998). O posicionamento da agulha
injetora no NMR foi verificado por analise histologica. Os resultados
mostraram que o tratamento com FEN (6 € 20 nM/L) nos ratos em jejum
noturno provocou reducdo na ingestao de alimento, aumento na laténcia
para iniciar o consumo e reducdo na duracdo da resposta de ingestéo de
alimento. Nos ratos em restri¢do de alimento de 15g de racéo/dia por 7
dias a injegdo de FEN (6 e 20 nM/L) induziu a redugdo na ingestdo de
alimento e a dose de 6 nM/L também causou diminuic¢&o na freqiiéncia
da ingestdo de alimento. Esses dados reforcam a hipotese que a ativacéo
de receptores adrenérgicos do NMR estimula uma influéncia inibitdria
sobre a ingestdo de alimento que é menos ativa durante a privacéo de
alimento.

Palavras-Chave: Ingestdo de alimento, Nlcleo mediano da rafe,
Receptores adrenérgicos.



ABSTRACT

Previous studies from our laboratory showed that clonidine
(CLON) injection, a-2 adrenergic receptor agonist, into the median
raphe nucleus (NMR) provoduced increased food intake in satiated rats.
Moreover, phenylephrine (PHE) administration, a-1 adrenergic receptor
agonist, into the NMR did not change feeding behavior, may be due to
the presence of a high adrenergic activity and maintenance of persistent
inhibitory tone (possibly serotonergic) on food intake in satiated
animals. The purpose of this study was to investigate PHE effects into
NMR in animals that exhibit less central inhibitory influences on food
intake, such as food deprivation. In addition CLON effects into NMR
investigated too. Was used 165 male Wistar Rats (Rattus norvegicus)
weighing 270-310g with guide cannula chronically implanted 2mm
above of NMR and divided in two experimental groups: rats maintained
with 15g of lab chow/day during 7 days and rats submitted to overnight
fasting. After PHE or CLON injection into the NMR the rat was placed
in feeding chamber containing rodent chow and water measured
previously. Ingestive and non-ingestive behaviors were recorded
digitally for 30 minutes. The behaviors was analyzed with EthoLog 2.25
program and classified according to Halford (1998). The Cannula
placement into the NMR was observed by histological analysis. The
results showed in overnight fast group, the PHE treatment (6 and 20
nM/L) into NMR caused reduction in food intake, increase latency to
start feeding and decrease in feeding duration. In rats maintained with
15¢g of lab chow/day during 7 days the PHE injection (6 and 20 nM/L)
induced reduction in food intake and 6 nM/L dose caused also a
decrease in food intake frequency. These data confirm the hypothesis
that adrenergic receptors activation of NMR stimulates an inhibitory
influence on food intake that is less present during food deprivation.

Key words: Adrenergic receptors, Food intake, Median raphe nucleus.
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1. INTRODUCAO
1.1 Controle Neural da Ingestdo de Alimentos

Nas Ultimas décadas os temas relacionados a transtornos
alimentares tornaram-se problemas de grande relevancia em nossa
sociedade e despertaram interesse para a compreensao dos mecanismos
envolvidos nesse processo. Pesquisadores tém destinado seu trabalho na
investigacdo do referido tema e tem contribuido para nosso
conhecimento sobre os circuitos neurais e mediadores quimicos que
regulam a ingestéo de alimento e o peso corporal (Williams et al., 2001).

O “ato de comer” ¢ um comportamento consumatorio que
envolve a participacdo de diversos 6rgdos tecidos e/ou sistemas. A
ingestdo de alimentos é 0 meio de obtencdo de substrato energético,
envolve vérios niveis de organizacdo e esta sujeita a intensa regulacdo
por sistemas cerebrais homeostaticos e heddnicos (Sapper et al., 2002).
O controle homeostatico esta relacionado a informacfes ou aferéncias
do estado nutricional/ energético que chegam ao sistema nervoso central
oriundo do tecido adiposo, do plasma, do estdmago, dos intestinos
delgado e grosso, do pancreas e do figado (Antunes-Rodrigues et al.,
2005). Por outro lado, ha o controle heddnico onde o prdprio sistema
nervoso central avalia tanto as aferéncias periféricas como as
provenientes de outras areas encefalicas, incluindo as informacdes
visuais, olfatorias, gustativas, orais, sensibilidade lingual e sensibilidade
visceral. Observa-se que varios aspectos estdo relacionados a ingestéo
de alimentos, ou seja, seus aspectos nutricionais, sua palatabilidade e
qudo prazeroso € o alimento (Saper et al., 2002).

O cérebro integra as informacdes recebidas na forma de sinais
hormonais e nervosos sobre as necessidades energéticas ou antecipa as
necessidades através de fatores ambientais.é o ponto chave no controle
da homeostase energética (EImquist et al, 2005;. Flier, 2004; Schwartz
et al, 2000). Os mecanismos de sinalizacdo celular séo realizados por
varias substancias quimicos tais como o0s neurotransmissores classicos,
0s neuropeptideos e os hormonios. Os neurotransmissores envolvidos na
regulacdo da ingestdo do alimento sdo as catecolaminas (Van Der
Gugtena et al., 1977; Rowland et al.,1996) a serotonina (5-HT)
(Blundell, 1984; Montgomery et al., 1986; Fletcher e Paterson, 1989)
acido y-aminobutirico (GABA) e o glutamato (Stanley et al., 19933;
Stanley et al., 1993b; Burns e Ritter, 1997). Entre os neuropeptideos
estdo a galanina, a colecistocinina (CCK) e o neuropeptideo Y (para
revisdo Arora e Anubhuti 2006). A leptina, ghrelina (Woods e Seeley,



2000; Reidy e Weber, 2000), peptideo relacionado ao agouti (AgRP),
insulina, glucagon, GLP-1, GLP-2 sdo os horménios que tem destaque
nesse processo (Wynne et al., 2005; Suzuki et al.,2010).

Os sinais gerados em resposta ao comportamento alimentar sdo
integrados no cortex cerebral por mecanismos que envolvem
principalmente o tronco encefalico e o hipotalamo (Blevins et al., 2002;
Funahashi et al., 2002). A sinalizacdo neuroquimica relacionada a
saciedade depende de sinais oriundos da passagem de alimentos pelo
tubo digestivo, da plenitude gastrica, de informagfes provenientes dos
intestinos e do fornecimento de nutrintes pelo figado. Esses sinais
ascendem o tronco encefalico através do nervo vago com claro papel no
término de uma refeigdo, ou seja, determinando a saciedade (Adan et al.,
2008). Quando o nervo vago é seccionado, ocorre aumento na
quantidade de alimento ingerido e bem como na frequéncia das refei¢des
(Yang et al., 1992). Ratos descerebrados os quais receberam uma dieta
liquida infundida por cateteres orais ndo aumentaram o tamanho da
refei¢do (quantidade /volume) quando restritos de alimento, como ratos
famintos fazem normalmente (Seeley et al., 1994). Estes dados
demonstram o envolvimento dos circuitos neurais do tronco encefalico
durante a saciedade (o processo que limita o tamanho da refei¢do), mas
ndo durante a fome, onde outros circuitos neurais a nivel mais rostral
sdo requeridos (Adan et al., 2008).

O hipotalamo contém uma circuitaria neural que conecta diversos
nucleos e sitios neurais conferindo uma rede de elaboragéo e emissdo de
sinais anorexigénicos (diminuem o apetite) e orexigénicos (aumentam o
apetite) que ajustam os sinais relacionados ao apetite e saciedade
(Blundell, 1991; Rowland et al, 1996). O nucleo arqueado (ARC), o
nicleo paraventricular (NPV), a area hipotalamica lateral (AHL) e o
hipotdlamo dorsomedial (HDM) sdo as principais estruturas
hipotalamicas envolvidas na regulacdo da ingestdo de alimentos e do
metabolismo energético (para revisdo Horvath et al, 1999; Berthoud,
2002). Estudos demonstram o envolvimento de nlcleos hipotalamicos
no comportamento alimentar. Lesdes eletroliticas no NPV e ARC
resultam em hiperfagia e obesidade (Leibowitz et al., 1981; Choi e
Dallman, 1999), fato que também ocorre quando o hipotadlamo ventro
medial (HVM) € lesionado da mesma forma (Hetherington e Ranson,
1940 apud Adan et al., 2008; Hoebel e Teitelbaum, 1966). A
estimulacéo elétrica da AHL causa o0 aumento do consumo de alimento
mesmo que o animal esteja saciado (Herberg e Blundell, 1967). O ARC
recebe fortes aferéncias intra-hipotalamicas de nicleos como o NPV,
HDM, HVM e algumas aferéncias que partem da AHL (Guan e cols,



2001). Estruturas extra-hipotalamica de estruturas como a amigdala,
nucleo intersticial da estria terminal e varios locais do tronco encefélico,
incluindo o nicleo do trato solitario (NTS) (Li ET al., 1999; De Falco et
al., 2001) e o nucleo mediano da rafe (NMR) também enviam projecdes
para 0 ARC (Neary et al., 2004).

O controle hedbnico estd associado a representatividade ou
significancia do alimento em uma determinada situacdo (Woods e
Seeley, 2000; Fulton, 2010). Este tipo de controle ndo esta relacionado
aos sinais do processo digestorio, o controle heddnico e associado ao
fato da comida ser saborosa e ser gratificante A motivacdo para comer
como recompensa e antecipacdo das refeicdes envolve o nlcleo
accumbens (NAcc), que é importante no processamento de recompensa
e no controle da ingestdo de alimentos (Hernandez e Hoebel, 1988;
Mendoza et al., 2005; Salamone et al, 2002). O NAcc tem conexdes
comduas regides do cortex cerebral e do sistema limbico, como a
amigdala e o cértex orbitofrontal (COF) o AHL e éarea tegmental ventral
(VTA) (Powell e Leman 1976),ambas envolvidas na motivacéo
para comer (Kelley et al., 2005).

A idéia de que os neur6nios do hipotadlamo desempenham um
papel critico no controle neural de alimentacdo e no controle do
tamanho da refeicdo especificamente, tem estado conosco por algum
tempo (Grill, 2010). Essa opinido é contestada por experimentos com
ratos descerebrados que eliminam a comunica¢do entre o tronco
encefalico e hipotalamo. Esses experimentos mostram as respostas aos
mesmos estimulos ingestivos em ratos descerebrados e ratos intactos sdo
comparaveis, demonstrando que o processamento hipotalamico ndo é
um requisito neural e os circuitos do tronco encefalico sdo suficientes
para controlar o tamanho da refeicdo (Grill e Norgren, 1978).

1.2 Os nucleos da rafe, serotonina e participacdo no controle da
ingestao de alimentos.

Estruturas do tronco encefalico como o nlcleo parabraquial, o
NTS, os nicleos da rafe e o locus coeruleus (LC) também participam da
regulacdo do comportamento alimentar (Wirtshafter, 2001; Adell et al.,
2002; Berthoud, 2002). O NTS recebe sinais de saciedade provenientes
da estimulacdo quimica ou mecéanica do estdmago e intestino delgado,
durante a ingestéo alimentar, assim como sinais neurais relacionados ao
metabolismo energético (Friedman et al., 1999) e sinais humorais das
células neuroenddcrinas do revestimento do limen intestinal (Moran e
Schwartz,1994). As informagfes que chegam ao NTS séo enviadas ao



cortex através de estruturas do tronco encefalico como o LC e os
nicleos da rafe (Berthoud, 2002), e diretamente para nucleos
hipotalamicos como o ARC e NPV. Essas conex0es reciprocas entre o
NTS e nlcleos da rafe de um lado e aferéncias diretas para nucleos
hipotaldmicos de outro nos demonstra ampla visdo dos mecanismos na
regulacdo da fome/ saciedade e da homeostase energética (Schwartz et
al., 2000).

Comparacdes anatdbmicas levam a conclusdo que o NPV é
extensivamente inervado pelo NMR (Vertes e Martin, 1988; Fletcher e
Coscina,1993; Lowry, 2002; Perrin e cols.,2003) sendo o NPV um dos
principais locais onde a 5-HT atua modulando a ingestdo de alimento
em mamiferos (Blundell e Halford, 1996; Rowland et al., 1996; Halford
e cols., 1998; Leibowitz e Alexander, 1998; Wurtman e Wurtman, 1998;
De Vry e Schreiber, 2000; Collin et al., 2002; Currie € cols.,2002).

A 5-HT compbe o grupo das aminas biogénicas
(neurotransmissores) que incluem também as catecolaminas (adrenalina,
noradrenalina e dopamina) (Rossi e Tirapegui, 2003), e estdo envolvidas
na regulacdo de fungbes viscerais e comportamentais. Destaca-se 0
papel da 5-HT na capacidade de aprendizagem e cognicdo (Meneses,
1999), comportamentos emocionais como a ansiedade (Jones e
Blackburn, 2002) e adaptacdo ao estresse (Graeff et al., 1996)
comportamento sexual (Kondo and Yamanouchi, 1997; Matsumoto and
Yamanouchi, 1997; Yurino et al., 2001) e nos diversos aspectos
patolégicos relacionados a ingestdo de alimentos (Barbarich, 2002;
Patrick, 2002),

O efeito da 5-HT na regulacdo da ingestdo de alimentos é
associado a saciedade e supressdo da alimentacdo. Manipulagdes
elevando os niveis de 5-HT, especialmente nos centros de controle do
apetite no hipotalamo, tem como resultado efeitos anoréxicos, enquanto
0 bloqueio 5-HT aumenta significativamente a ingestdo de alimentos
(Blundell, 1992; Halford et al., 2007).

Estd bem estabelecido na literatura que ha no sistema nervoso
central (SNC) um grupamento neuronal localizado na linha média do
tronco encefalico, e este inclui neurbnios serotonérgicos na sua
composicao (Wirtshafter, 2001; Lechin et al., 2002b, Takase e Nogueira,
2008). Por estarem localizados na linha de jungdo do tronco encefélico
(mediana) foram chamados de “ntcleos da rafe” que significa costura
em francés (Kandel et al., 2003). Dahlstrom e Fuxe (1964 apud Vertes e
Linley, 2007) identificaram nove grupos de células contendo 5-HT em
suas estruturas e atribuiram nomes de B1 a B9.



As designacdes alfa-numéricas para esses nucleos foram
substituidos pelos nomes que refletem a sua localizacdo anatdmica no
tronco encefalico. Sdo chamados de nicleos da rafe caudais os que estdo
dispersos ao longo do bulbo sendo: o nucleo palido (B1), obscuro (B2) e
Magno (B3) tendo suas projecdes para o tronco encefalico inferior. Os
nicleos da rafe rostrais estdo localizados na ponte e mesencéfalo e sdo:
0 nucleo pontino (B5), dorsal (B6 e B7) e mediano da rafe (B5, B7 e
B8) ascendendo o tronco encefalico superior e prosencéfalo basal pelo
feixe prosencefalico medial (Hensler, 2006; Vertes e Linley, 2007).
Estes nucleos também fazem conexdes com outros nlcleos do tronco
encefalico (Stratford e Wirtshafter, 1988), cerebelo (Torigoe, Blanks e
Precht, 1986) e medula espinhal (Bower et al., 1991, Harding et al.,
2004). O unico ndcleo que permanece com a nomenclatura original é o
B9 e tem recebido menos atencdo que os demais (Hensler, 2006; Vertes
e Linley, 2007). As os nucleos da rafe, bem como as projecOes
serotonérgicas em cérebros de ratos é demonstrado na figura 1 (Kandel
etal., 2003).

Figura 1: Conexdes serotonérgicas no SNC de rato. Ncleo palido (B1),
obscuro (B2), Magno (B3) tendo suas projecGes para o tronco encefalico
inferior. Nucleo pontino (B5), dorsal (B6 e B7) e mediano da rafe (B5, B7 e B8)
- nicleos da rafe rostrais. B9 nomenclatura original. CD = n(cleo caudado, HF
= formagao hipocampal, H = hipotdlamo e Th = talamo. (Adaptado de Kandel et
al., 2003)

A maior parte das fibras serotonérgicas que inervam as estruturas
prosencefalicas do SNC origina-se primariamente do nicleo dorsal da
rafe (NDR) e do NMR (Adell et al., 2002; Kandel et al., 2003, Lowry,



2002; Perri et al.,, 2003). Além destes grupos da rafe, trabalhos
histoquimicos tém demonstrado a presenca de um ndmero relativamente
significativo de neurdnios serotonérgicos na regido mais periférica
(lateralmente) na ponte e mesencéfalo (Arita et al., 1993; Vertes e
Crane, 1997).

Ha algumas particularidades anatdmicas que merecem atencao no
NDR e NMR. Enquanto as fibras do NDR sdo finas com pequenas
varicosidades, as fibras do NMR s8o espessas e apresentam botdes ovais
gue estabelecem sinapses com a soma e dendritos das células alvo (para
revisdo: Hensler, 2006). Outra caracteristica anatdmica desses nucleos é
que ha projecdes reciprocas entre eles (Vertes Fortin e Crane, 1999).

O NDR estabelece conexdes com amigdala, hipocampo e septo
lateral, ndcleo accumbens e principalmente para o cértex cerebral
(Vertes e Linley, 2007). J4 o NMR tem eferéncias para regido
pernifornical, area pré-optica, 6rgdo subfornical e nicleos hipotalamicos
especialmente o NPV onde possivelmente a 5-HT provinda da rafe
mesencefalica participa no controle da ingestdo de alimentos (Vertes e
Martin, 1988; Fletcher e Coscina, 1993; Lowry,2002; Perrin et al.,
2003).

A atividade dos neurdnios serotonérgicos pode ser controlada por
dois mecanismos principais: a autorregulacdo e a heterorregulacdo. O
mecanismo de autorregulacdo estd relacionado a influéncia da 5-HT
sobre 0s receptores presentes nos proprios neurdnios serotonérgicos, ja a
heterorregulacdo se da pela acdo de neurdnios ndo serotonérgicos ou
aferéncias que atuam sobre os neurénios desse nicleo (Leger e Wiklund,
1982; Vertes e Crane, 1997)

A autorregulacdo dos neurdnios serotonérgicos no NMR se da
através de receptores 5-HT1A localizados na regido pré-sinaptica sendo
que este nicleo é a estrutura encefalica com a maior densidade desse
tipo de receptor (Adell e Artigas, 1999; Adell et al, 2002). Esses
receptores funcionam como sensores que respondem com a reducéo da
liberacdo serotonérgica quando a concentracdo do transmissor enddgeno
no espago celular torna-se excessiva (Adell et al., 2002) sendo entdo
denominados como auto-receptores somatodendriticos (Adell et al.,
2002; Hensler, 2006) (figura 2). De acordo, o tratamento no NMR com
agonistas de receptores 5-HT1A de 8-Hidroxi-2-(Di-N-Propilamino)
Tetralina (8-OH-DPAT) estimula a ingestdo de alimento devido da
inibicdo da atividade neuronal serotonérgica e como consequéncia
menor liberagdo de 5-HT em regibes prosencefalicas terminais (Bendotti
e Samanin, 1986; Currie e Coscina, 1993; Fletcher e Coscina, 1993).



Outros neurotransmissores além da 5-HT podem influenciar a
acdo dos neurdnios serotonérgicos do NMR pelo mecanismo de
heterorregulacdo conforme Adell et al.,, 2002 (figura 2). O nivel
extracelular de neurotransmissores como GABA (Judge et al., 2006),
noradrenalina (NA), glutamato, histamina, dopamina, éxido nitrico
(NO) e glicina podem alterar a freqiiéncia de disparos dos neurénios 5-
HT (Wirtshafter, 2001, Adell et al.,2002; Lechin et al., 2006) e afetar
potencialmente as diferentes etapas do comportamento ingestivo.
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Figura 2: Representagdo esquematica das estruturas e neurotransmissores
envolvidos na regulagdo dos neurdnios serotonérgicos. (adaptado de Artigas et
al., 2002). As principais &reas s&o: nicleo pontino = pons; lécus coeruleu = LC;
cortex prefrontal = mPFC; habenula lateral = LHb; substancia nigra = SN;
substancia cinzenta periaquedutal = PAG, &reas hipotaldmicas diversas = HTL,
DR = nicleo dorsal da rafe; MnR = nucleo mediano da rafe; area tegmental
ventral = VTA. Neurotransmissores envolvidos: noradrenalina = NA;
glutamate = Glu, acido gama-aminobutirico = GABA; fator liberador de
corticotrofina = CRF (Adaptado Adell et al., 2002).

A heterorregulacdo de neurdnios serotonérgicos do NMR merece
atencdo devido a particularidades anatémicas desse nlcleo relativa a
conexdes e receptores adrenérgicos. O NMR recebe densa inervacdo
noradrenérgica oriunda do LC, da area tegmentar lateral (ATL) e dos
nicleos catecolaminérgicos do tronco encefalico (Lechin, 2006), além



de o préprio NMR possuir receptores adrenérgicos (Adell et al.,1999),
(figura 2). O mecanismo de hetorregulacgéo e sua relacdo com o sistema
serotonérgico e noradrenérgico é de suma importancia em nosso estudo.

1.3 Relacdo entre o comportamento de ingestdo alimentar e o
sistema noradrenérgico.

Sistemas catecolaminérgicos sdo circuitos neurais e endocrinos
gue usam adrenalina (AD) e/ou NA como neurotransmissores e tém
fungdo em sistemas que regulam a ingestdo de alimentos, cognicdo,
emocdo, reproducdo entre outros (Marino-Neto et al., 2004). O LC é o
principal local da sintese de NA cerebral (Kandel et al., 2003) e envia
projecdes tanto para 0 NDR como para 0 NMR. Considerando as
particularidades que tangem as proje¢des noradrenérgicas LC para o
NDR e para o NMR observa-se que existem dois circuitos
noradrenérgicos interligados, mas diferentes entre si. O primeiro cicuito
€ composto por conexdes entre 0 LC, NDR e cortex cerebral enquanto
gue o segundo circuito é formado pelo NMR recebendo aferéncias da
area tegmental lateral, LC/subcoeruleus, do grupamento de corpos
celulares Al e A2 e projecdes de neurbnios contendo adrenalina
encontrada no grupamento celular C1+C2 em nicleos do bulbo (Costall
et al, 1976; Ennis e Aston-Jones, 1987; Freitas et al., 2005; Morgane et
al, 1995;. Vertes et al, 1999; Lechin et al., 2006). Adicionalmente, no
NMR e NDR ha presenca de noradrenalina e suas enzimas de sintese
como tirosina hidroxilase e dopamina-p hidroxilase e, especificamente
no NMR héa altos niveis de RNAm para receptores o-1 adrenérgicos
(Day et al., 1997) e niveis moderados de receptores o-2 adrenérgicos
(Rosin et al., 1993)

Os receptores adrenérgicos sdo pertencentes a familia dos
receptores acoplados a proteina G e critérios farmacoldgicos tem
dividido em nove subtipos de receptores: al (A,B,D), a-2 (A,B,C) ¢ P
(1,2,3) (Philip e Hein, 2004). Cada umas dessas classes de receptores
esta associada a um sistema especifico de segundos mensageiros. Assim,
os receptores al sdo acoplados a proteina Gq, estimula a fosfolipase C,
gerando trifosfato inositol e diacilglicerol como segundos mensageiros,
liberando célcio. Os receptores 02 estdo negativamente acoplados as
proteinas Gi, que atua inibindo a adenilciclase e reduzem a formagéo de
AMPc, além de inibir os canais de célcio. Os receptores 3 sdo acoplados
a proteina Gs, a qual ativa a adenilato ciclase, aumenta 0 AMPc
intracelular. Como receptores o e [ adrenérgicos sdo acoplados a
diferentes proteinas G podem, conforme a quantidade e o tipo de



receptores expressos em determinado local, ativar mecanismos
intracelulares sinergisticos ou oponentes, variando a resposta evocada
pelo ligante (Rang e Dale, 2007)

Estudos relacionados a presenga e funcdo de receptores
adrenérgicos no NMR tem sido realizados nas Ultimas décadas. A 6-
hidroxidopamina (6-OHDA) consiste em uma neurotoxina que €
seletivamente captada pelas terminac@es nervosas noradrenérgicas, e
destrdi essa terminagdo noradrenérgica. A lesdo em vias noradrenérgicas
centrais com 6-OHDA revelou que os receptores al-adrenérgicos séo
localizados nos corpos celulares de neurdnios serotoninérgicos (Gallager
e Aghajanian, 1976 apud Hopwood and Stamford, 2001), enquanto que
a2-adrenérgicos parecem estar situados em terminais pré-sinapticos de
teminacGes nervosas noradrenérgicas (Yoshioka et al, 1992; Haddjeri et
al, 1996) (figura 2).

Estudos in vitro demonstram que o tratamento no NMR com
agonista de receptor a-1 adrenérgico (cirazoline) causou significativo
aumento (embora transitério) da liberacdo de 5-HT enquanto a
administragdo do antagonista de receptor a-1 adrenérgico (prasozin)
suprimiu a liberagdo basal de 5-HT tanto no NMR como no NDR sendo
que essa influéncia foi maior no NMR (Adell et al., 2002; Judge e
Gartside, 2006). Outro estudo utilizando agonista de receptor a-1
adrenérgico menos potente, a fenilefrina (FEN), verificou que os
neurdnios do NMR dispararam de forma lenta e regular na presenca
dessa droga (Judge e Gartside, 2006). Pelo fato do NMR receber
aferéncias catecolaminérgicas, e os neurdbnios serotonérgicos desse
nlcleo possuirem em seus corpos celulares receptores o-1 adrenérgicos,
sugere-se que a NA enddgena possa exercer um controle tdnico
estimulatério direto sobre a liberacdo de 5-HT através dos receptores
adrenérgicos do subtipo a-1 localizados nos corpos celulares dos
neurdnios serotonérgicos do NMR (Gallagher e Aghajanian, 1976 apud
Hopwood and Stamford, 2001). Assim como no NMR 0 o0s neurdnios
serotonérgicos do NDR exercem controle excitatorio tonico pelos
receptores adrenérgicos a-1 (O”Leary et al., 2007).

Os receptores a-2 adrenérgico também afetam a liberacdo de
serotonina pelo NMR (Adell et al., 2002). O antagonismo dos receptores
a-2 adrenérgicos aumenta os niveis extracelulares de 5-HT no NMR e
NDR. Em contrapartida, drogas agonistas de receptores -2
adrenérgicos podem indiretamente reduzir os niveis de 5-HT devido a
menor liberacdo de NA e reducdo do ténus noradrenérgico facilitatorio
pos-sinaptico de receptores a-1 adrenérgicos (O’Leary et al., 2007).
Experimentos utilizando microdidlise tiveram como resultado a reducéo
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de 30% na liberacdo de 5-HT apdés a administracdo de clonidina
(CLON) um agonista de receptores a-2 adrenérgicos (Adell e Artigas,
1999).
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2. JUSTIFICATIVA

Estudos realizados no nosso laboratorio revelam que a injecdo de
adrenalina (AD), mas ndo de noradrenalina, no NMR diminuiu a
ingestdo de alimentos e antecipou o término da ingestdo em ratos
submetidos a restricdo alimentar (15g¢/dia durante 7 dias), fato atribuido
a ativacdo de receptores a-1 adrenérgicos presentes em neurdnios
serotoninérgicos do NMR e consequente acao inibitéria da 5HT sobre a
ingestdo de alimentos (Maidel et al., 2007).

Em outro trabalho do nosso grupo, o tratamento com AD no
MNR de ratos com livre acesso ao alimento causou hiperfagia,
possivelmente devido a acdo adrenérgica de a- 2 adrenoceptores desse
nacleo, e consequente reducdo na disponibilidade de NA na sipnase
suprimindo assim a liberacdo de 5-HT e sua agdo inibitéria no
comportamento alimentar (dos Santos et al. 2009). Reforca essa
sugestdo o fato de a injecdo de clonidida no NMR de ratos saciados
provocar resposta hiperfagica de intensidade, duracdo e freqiiéncia,
similar aquela induzida pela AD (Mansur et al, 2010).

A injecdo de FEN no NMR de ratos saciados ndo modificou os
comportamentos ingestivos, pois sugere-se que em animais saciados a
atividade adrenérgica mediada por a-1 adrenoceptores seja elevada e
consequente ténus inibitorio da 5-HT sobre a ingestdo de alimento
(Mansur et al, 2011).

Diante desses fatos, para mostrar a participacdo dos a-1
adrenoceptores do NMR no controle da ingestdo de alimento, torna-se
relevante estudar os seus efeitos sobre o comportamento ingestivo em
animais privados de alimento.
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3. OBJETIVOS
3.1 Geral

Analisar os efeitos da injecdo de agonistas adrenérgicos no
nicleo mediano da rafe sobre os comportamentos relacionados a
ingestdo da alimentos em ratos Wistar em privagdo de alimento.

3.2. Especificos

e Analisar os efeitos da injecdo do agonista de receptor a-1
adrenérgico fenilefrina (FEN) no ndcleo mediano da rafe, sobre
0s comportamentos ingestivos e ndo ingestivos em ratos em
restricdo de 15¢g racdo/dia durante 7 dias e em ratos submetidos
ao jejum noturno.

e Analisar os efeitos da injecdo do agonista de receptor a-2
adrenérgico clonidina (CLON) no ndcleo mediano da rafe, sobre
0s comportamentos ingestivos e ndo ingestivos em ratos em
restricdo de 15¢g racdo/dia durante 7 dias e em ratos submetidos
ao jejum noturno.
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4. MATERIAS E METODOS
4.1 Animais

Foram utilizados 165 ratos da linhagem Wistar (Rattus
norvegicus) com peso corporal entre 270 e 310 g, provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina. Os animais
foram recebidos e alojados em caixas de polipropileno (49 x 34 x 16
cm), forradas com maravalha, dispondo de agua e alimento granulado
(CR-1, Nuvilab) ad libitum, exceto quando os modelos de restri¢do de
alimento foram iniciados. Ficaram alojados no Biotério Setorial do
Departamento de Ciéncias Fisiologicas, com temperatura controlada em
21 + 2 °C e ciclo claro-escuro de 12 horas, sendo o inicio do periodo de
luz com inicio as 07:00 h e término as 19:00 h. Todos os procedimentos
experimentais desse estudo foram realizados de acordo com os
principios éticos de experimentagdo animal, postulados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal, sendo o protocolo de
experimentacio aprovado pelo Comité de Etica ao Uso de Animais
(CEUA) n° PP00367 da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC).

4.2 Procedimentos Cirurgicos

Para que fosse possivel administracdo de drogas diretamente no
local de estudo, neste caso 0 NMR, todos o0s ratos foram submetidos ao
processo de cirurgia estereotaxica para o implante de canulas-guias e
posterior microinjecdo da droga na regido desejada. Para implantagéo da
canula guia os animais foram anestesiados com mistura de xilazina e
cloridrato de cetamina (13 mg/Kg de xilazina; 87 mg/Kg de cloridrato
de cetamina) injetada por via intraperitoneal. Em seguida, os animais
foram adaptados ao aparelho estereotaxico (Marca Insight, Ribeirdo
Preto, Brasil, demonstrado na figura 3) tendo a cabeca fixada por
intermédio de barras posicionadas nos condutos auditivos e incisivos
superiores. Foi realizada tricotomia, assepsia e incisdo longitudinal para
exposicdo da calota craniana. Apds esse procedimento foi feita
raspagem do periosteo para melhor visualizagdo das estruturas de
referéncia. A seguir, uma canula guia feita a partir de um segmento de
agulha hipodérmica (23G BD ®), com 0,7 mm de didmetro externo e 18
mm de comprimento, foi posicionada 2 mm acima do nlcleo mediano
da rafe para ndo lesionar o nucleo, sendo as coordenadas: antero-
posterior: -7,8 mm; deslocamento lateral: 3,00 mm; dorso-ventral 7,00
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mm. Para evitar possiveis lesdes as quais poderiam levar o animal a
morte durante o processo cirdrgico, em especial o seio sagital superior, a
haste foi inclinada em 20°. Estas coordenadas foram determinadas a
partir atlas esteriotaxico de cérebro de ratos de Paxinos e Watson
(2007). A canula foi fixada & calota craniana por meio de 2 parafusos de
aco inoxidavel e envolvida por acrilico auto-polimerizavel. Um mandril
de aco inoxidavel foi introduzido no interior da canula para evitar seu
entupimento. Ao final dos procedimentos cirlrgicos, os ratos foram
conduzidos ao biotério e mantidos individualmente em caixas de
polipropileno, com agua e racdo ad libitum, sendo manipulados para
verificacdo da cénula guia e para limpeza das caixas de hospedagem a
cada dois dias. ApGs periodo de uma semana para recuperacdo da
cirurgia, os procedimentos experimentais foram iniciados.

Figura 3 — Aparelho Estereotéxico
4.3 Solucdes e Doses Administradas
As seguintes drogas e doses foram utilizadas:

o Veiculo (VEH): solugdo de NaCl 0,9% estéril, livre de
pirogénios, pH 7.4, volume de 0,2ul.
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e Agonistas adrenérgicos: a, (Hidrocloreto de Fenilefrina) e
o, (Hidrocloreto de Clonidina) nas doses de 6 e 20 nM.

4.4 Grupos Experimentais

Durante uma semana apds o procedimento cirlrgico os ratos
permaneceram no biotério setorial com livre acesso a alimento e agua.
Apbs esse periodo os ratos foram mantidos em caixas individuais e
separados em dois grupos experimentais:

1. Restricdo de 159 ragdo/dia durante 7 dias: Nesse grupo os
animais foram mantidos com 15 gramas de racdo (CR-1, Nuvilab) por
dia, oferecida aos ratos &s 17:00 h durante 7 dias. No sexto e sétimo dia
os animais foram ambientados na caixa de registro experimental em
condigBes similares ao do experimento com exce¢do da injecdo intra-
cerebral sendo que no oitavo dia foi realizado o experimento. A
quantidade de ra¢do consumida durante a sessdo experimental era
pesada e a diferenca para atingir as 15 gramas didrias era acrescida e
colocada na caixa de hospedagem as 17:00 h. Para registrar a perda de
peso corporal ponderal do animal ao longo da restricdo, 0 peso
individual foi registrado no primeiro dia de restricdo, antes de cada
ambientacdo e no dia do experimento. Em todos os momentos 0s ratos
tiveram livre acesso a dgua (Maidel et al., 2007).

2. Jejum Noturno: Nesse grupo, o dia que antecedia o
experimento, 1 hora antes do desligamento das luzes do biotério o
alimento de cada animal o alimento era totalmente retirado de sua caixa
hospedagem. Os ratos desse grupo permaneceram aproximadamente 18
h sem acesso ao alimento, mas permaneceram com livre acesso a dgua
em todos 0s momentos.

4.5 Microinjeces Intracerebrais

Os ratos dos grupos controle receberam injec¢do de solucéo salina
0,9%. Os grupos experimentais foram tratados no NMR com FEN ou
CLON. Cada rato recebeu apenas uma microinje¢cdo. A microinjecdo
intracerebral das drogas ou do veiculo foi realizada por meio de agulha
injetora (0,3 mm de diametro, 20 mm de comprimento), que foi
introduzida na canula-guia e conectada por tubo de polietileno (PE10) a
uma micro-seringa SGE® (capacidade de 1pl). A agulha injetora
excedeu 0 tamanho da canula-guia em 2 mm. Apo6s insercdo de agulha
foi aguardado 1 minuto antes da administracdo da droga. Em seguida foi
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iniciada a administracdo da droga de forma continua, ou seja, 0,2 ul da
solucdo durante 1 minuto seguida do aguardo do mesmo tempo com a
agulha no sitio da injecéo para evitar refluxos sendo o volume injetado
sempre de 0,2 ul para qualquer uma das condices de tratamento.

4.6 Caixa de Registro Comportamental

A caixa de registro comportamental apresentada na figura 4, é
confeccionada em vidro transparente de 4 mm de espessura, possuindo
as medidas de comprimento e de largura similares aos da caixa de
hospedagem (49 X 34 cm), porém, tendo a medida de altura maior (40
cm) para evitar fugas. A superficie inferior da caixa e as trés paredes
laterais sdo cobertas com plastico adesivo preto, conforme figura 5. Uma
parede lateral da caixa é mantida com vidro transparente onde esta
colocado um espelho em angulacdo que ndo permite ao animal
visualizar sua imagem refletida durante o experimento, mas que
possibilita ao experimentador a visualizacdo lateral dos seus
comportamentos e 0 registro digitalizado dos mesmos, esta,
demonstrada na figura 5. O registro do comportamento animal durante o
experimento foi realizado através de uma webcam posicionada sobre a
caixa experimental.

Figura 4 — Caixa Experimental
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4.7 Procedimentos Experimentais

No dia do experimento o rato foi retirado da sua caixa de
hospedagem e tratado com uma das 3 injecdes: veiculo (solugdo salina
0,9%), FEN ou CLON. Imediatamente apés a microinjecdo no NMR o
animal foi colocado na caixa de registro experimental onde ja estava
depositada racdo granulada e agua previamente pesados. Imediatamente
apos a injecdo o rato foi colocado na caixa de registro experimental e o
registro digital da sessdo (30 minutos) foi iniciado. Ao término da
sessdo, a racdo restante na caixa experimental foi recolhida e pesada,
sendo o consumo de alimento avaliado pela diferenca entre a quantidade
de racdo inicial e final. Todos 0s experimentos ocorreram entre 13:30h e
16:30h. O comportamento animal, durante o experimento, foi
categorizado de acordo com Halford (1998).

Figura 5 — Registro digital da sess&o experimental.

4.8 Categorias Comportamentais Registradas

Os registros digitalizados foram analisados com o auxilio do
programa Etholog 2.25 (Ottoni, 2000). As variaveis avaliadas foram a
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laténcia (tempo em segundos para realizar pela primeira vez uma
resposta comportamental), freqiiéncia (nimero de vezes, durante os 30
minutos da sessdo em que o0 rato exibiu determinado comportamento) e
a duracdo (tempo, em segundos, de execucdo de determinado
comportamento) dos seguintes comportamentos:

- Ingestdo do Alimento (comer): quando o animal estiver
efetivamente se aproxima do comedouro, e efetivamente ingere alimento
solido, com comportamentos caracteristicos de degluticdo.

- Ingestdo de Agua (beber): quando o animal se aproxima do
bebedouro e lambe sua ponta;

- Exploracdo do alimento: quando o animal manipula a ragéo,
sem ingeri-la;

- Exploracdo ndo locomotora: quando o animal estiver ativamente
explorando o ambiente com a cabega, seja cheirando o ar ou o chéo, sem
tirar as quatro patas do local onde se encontra;

- Exploracdo vertical: quando o animal estiver explorando o
ambiente apoiado somente nas patas traseiras, estando as patas
dianteiras livres e ndo apoiadas no fundo da caixa (ereto).

- Manutencdo (auto limpeza): quando o animal apresentar
comportamentos tipicos de auto limpeza, como: limpar a cabeca com as
patas, limpar as unhas ou cogar o corpo com a boca;

- Locomocgdo: quando o animal estiver deambulando pela caixa,
sem apresentar qualquer outro dos comportamentos ja citados;

- Imobilidade: quando o animal permanecer imdvel, sem
apresentar qualquer outro comportamento ja citado.

4.9 Histologia

Ao final do experimento o rato foi anestesiado com excesso de
CO,, entdo se realizou a perfusdo transcardiaca com solugdo salina
0,9%, seguida por solucdo de formalina 10%. O posicionamento das
canulas foi verificado por meio da injecdo de 0,2ul de Azul de Evans a
10%, administrados através da canula-guia, com o auxilio da canula
injetora para marcar os locais de injecdo no NMR. Depois de
dissecados, os cérebros fixados por 24 horas na solucdo de formalina a
10% em seguida foram incubados em alcool etilico hidratado 70° INPM
até serem cortados em fatias de 100 um de espessura em um vibratomo.
Os cortes foram montados em laminas gelatinizadas e permaneceram
secando por 24 horas. Em seguida foram coradas pelo método de Nissl e
permaneceram secando por igual periodo de tempo antes de serem
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analisadas ao Microscopio Optico (MO). A reproducdo gréafica dos
cortes e dos pontos de injecdo analisados ao MO foi realizada a partir do
Atlas do cérebro do rato de Paxinos e Watson (2007).

4.10 Analise Estatistica

Os dados obtidos ap6s o tratamento do NMR com FEN ou CLO
nos animais submetidos a restricdo de alimento ao longo de 07 dias
foram analisados por intermédio de andlise de variancia (ANOVA) de
uma via. O mesmo procedimento estatistico foi adotado para analisar 0s
dados dos animais submetidos ao jejum noturno e tratados com FEN ou
CLO. A comparagdo entre as medias foi realizada utilizando-se o teste
de post-hoc Duncan. Apenas os valores de probabilidade de acaso
menores que 5% foram considerados significantes (p< 0,05.)
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5. RESULTADOS

Desenho esquematico de cortes coronais do NMR retirados do
Atlas Paxinos e Watson (2007) demonstrando os locais das
microinjecdes de VEH, FEN e CLON em ratos restritos de alimentos e
em jejum noturno. O nimero de pontos na figura € menor que o de
animais utilizados devido a sobreposi¢édo de pontos.

- 7,80 mm
"-—3\"\"7 R
- v DRV i~ —
ERSL Y
/L i\\'f'h (. ;{ ) =

Xscn 5

Figura 6 — Desenhos esquematicos de cortes coronais e corte histolégico
demonstrando microinjecdo no NMR. NRM = n(cleo mediano da rafe; mif =
fasciculo longitudinal medial; Pn = nicleo pontino; PnO = nicleo pontino,
porcdo oral Barra de escala 100 pum.
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51 EFEITOS DA FEN NO NMR SOBRE OS
COMPORTAMENTOS INGESTIVOS E NLZ\O INGESTIVOS DE
RATOS EM RESTRICAO DE 153 RACAO/DIA DURANTE 7
DIAS.

5.1.1 Efeito sobre a Quantidade, Laténcia, Duracdo e Frequéncia da
Ingestdo de Alimento.

A andlise dos dados através da ANOVA de uma via mostrou que
a quantidade de alimento ingerido [F (2,24) = 12,25; p <0,0002] e a
freqliéncia dos episddios de ingestdo de alimento [F (2,24) = 4,07; p
<0,0298] dos ratos submetidos a restricdo de 159 ragdo/ dia durante 7
dias foram alterados pelo tratamento com FEN no NMR. A quantidade
de alimento ingerido ap6s a administracdo de ambas as doses de FEN (6
e 20 nM) no MR foi menor que do que a do grupo controle. O efeito
hipofagico provocado pela menor dose da droga foi acompanhado pela
reducdo na freqliéncia dos episodios de ingestdo de alimento. A laténcia
para iniciar o consumo de alimento bem como a duragéo da ingestéo de
alimento ndo foi afetada por nenhuma das doses de FEN injetada no
NMR (Figura 7). O comportamento de ingestdo de 4gua ndo ocorreu em
nenhum animal tratado com FEN no NMR.

5.1.2 Efeito sobre os comportamentos de Locomocdo, Imobilidade,
Exploracédo Vertical, Exploracdo ndo Locomotora e Auto Limpeza.

A ANOVA de uma via indica que a administracdo de FEN no
NMR promoveu modificaces na duracdo e na freqliéncia do
comportamento de imobilidade. Apenas a maior dose de FEN (20 nM)
provocou aumento na duragdo do comportamento de imobilidade [F
(2,24) = 7,85; p <0,0023] acompanhada pelo aumento na frequéncia dos
episoédios do mesmo comportamento [F (2,24) = 4,77; p <0,0179].
ANOVA de uma via indica que a duracdo da exploragdo ndo-locomotora
foi afetada pelo tratamento de FEN no MR [F (2,24) = 5,76; p <0,0090].
O teste de post-hoc revelou que ambas as doses (6 e 20 nM) de FEN
aumentaram a duragdo desse comportamento (tabela 1). N&o houve
modificacBes estatisticamente significantes nos demais comportamentos
ndo ingestivos.
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controle. ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Duncan.
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5.2 EFEITOS CLON NO NMR SOBRE OS COMPORTAMENTOS

INGESTIVOS E NAO

INGESTIVOS DE RATOS EM

RESTRICAO DE 155 RACAO/DIA DURANTE 7 DIAS.

5.2.1 Efeito sobre a Quantidade, Laténcia, Duracdo e Frequéncia da
Ingestdo de Alimento.
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Comportamentos Dose (nM) Du(rta:) gticl)) ©) (FErS?Sl:J?IIr:gISE;
0 174 + 28 46+ 6
Locomogéo 6 158 + 30 42+9
20 125+ 30 308
0 9+3 3+1
Imobilidade 6 10+6 2+1
20 116 + 41* 8+ 2*
0 71+10 27+ 4
Exploracdo Vertical 6 102 + 30 27+8
20 39+12 15+5
0 84+10 26+3
Exploracdo Né&o 6 151 + 30* 30+4
Locomotora
20 160 + 23* 25+5
0 25+6 3+1
Auto Limpeza 6 32+4 4+1
20 50+ 16 5+2

Tabela 1 — Efeitos do tratamento de FEN no NMR sobre a duragéo e freqiiéncia
dos comportamentos ndo ingestivos de ratos em restricdo de 15g racdo/dia
durante 7 dias observados durante 30 minutos apds administracédo de veiculo (0,
n = 13) e de fenilefrina nas doses de 6nM (n = 6) e 20 nM (n = 8). Os dados
representam a média + EPM *p < 0.05 comparado ao grupo controle. ANOVA
de uma via seguida pelo teste post-hoc de Duncan.

Em contraste com os efeitos da FEN sob os comportamentos
ingestivos, nenhuma dose de CLON injetada no NMR de ratos em
restricdo 159 racdo/ dia durante 7 dias afetou a quantidade, freqliéncia,
duracdo e laténcia do comportamento ingestivo (figura 8).
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Figura 8 — Administracdo de veiculo (0, n = 13) e de CLON nas doses de 6nM
(n=6) e 20nM (n = 6) no NMR de ratos em restricdo de 15¢g racdo/dia durante
7 dias. Os dados representam a média £+ EPM *p < 0.05 comparado ao grupo
controle. ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Duncan.

5.2.2 Efeito sobre os comportamentos de Locomogdo, Imobilidade,
Exploracao Vertical, Exploragdo ndo Locomotora e Auto Limpeza.

A ANOVA de uma via indica que o tratamento com CLON no
NMR provocou modificagbes na duracdo do comportamento de auto
limpeza [F (2,22) = 4,49; p <0,0230]. Houve aumento no tempo de
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duracdo de auto limpeza provocado apenas pela maior dose (20 nM) de
CLON. Os demais comportamentos ndo ingestivos ndo demonstraram
diferencas significativas em relagdo ao grupo controle.

Comportamentos Dose (nM) Du(r%ii% s) Fég?sl:)%r:gg
0 174 + 28 46+ 6
Locomogéo 6 181 +42 48 +12
20 171+ 19 43+5
0 9+3 3+1
Imobilidade 6 23+15 32
20 50+ 38 3+3
0 71+10 274
Exploragdo Vertical 6 106 + 25 30+6
20 84 +16 25+4
0 84 +10 26+3
Exploracdo Né&o 6 156 + 44 3549
Locomotora
20 132 +25 29+4
0 25+6 3+1
Auto Limpeza 6 61+14 4+1
20 74 + 24* 5+2

Tabela 2 — Efeitos do tratamento de CLON no NMR sobre a duragdo e
frequéncia dos comportamentos ndo ingestivos de ratos em restricdo de 159
racdo/dia durante 7 dias observados durante 30 minutos apés administracéo de
veiculo (0, n = 13) e de fenilefrina nas doses de 6nM (n = 6) e 20nM (n = 6). Os
dados representam a média + EPM *p < 0.05 comparado ao grupo controle.
ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Duncan.



26

53 EFEITOS DA FEN NO NMR SOBRE OS
COMPORTAMENTOS INGESTIVOS E NAO INGESTIVOS DE
RATOS EM JEJUM NOTURNO

5.3.1 Efeito sobre a Quantidade, Laténcia, Duracdo e Frequéncia da
Ingestdo de Alimento.

ANOVA de uma via demonstrou que a quantidade de alimento
ingerido [F (2,23) = 16,031; p <0,00005], duracdo da ingestdo de
alimento [F (2,23) = 5,17; p <0,0139] e a laténcia para iniciar a ingestdo
[F (2,23) = 3,74; p <0,0390] foram significativamente afetados pelo
tratamento de ambas doses do agonista a-1 adrenérgico efetuado em
ratos submetidos ao jejum noturno. Enquanto a quantidade de alimento
ingerido, bem como a duragdo da ingestdo de alimento diminuiram apés
a injecdo de ambas as doses de FEN no NMR, o tratamento com FEN
nesse nlcleo aumentou na laténcia para iniciar a ingestdo de alimento. A
analise estatistica revelou que ndo houve modificagBes no
comportamento de freqiéncia de ingestao de alimento (figura 9).

5.3.2 Efeito sobre os comportamentos de Locomogdo, Imobilidade,
Exploracéo Vertical, Exploragdo ndo Locomotora e Auto Limpeza.

A analise de variancia de uma via indica que a injecdo de FEN no
NMR modificou a freqiiéncia da exploracdo ndo locomotora [F (2,23) =
6,18; p <0,0070] e a duracdo do comportamento de auto limpeza [F
(2,23) = 3,64; p <0,0420]. A frequéncia da explora¢do ndo locomotora
aumentou apds a injecdo de FEN, acompanhada pelo aumento da
duragdo de auto limpeza. Esses efeitos foram obtidos apenas pela maior
dose de FEN (tabela 3). Os outros comportamentos ndo ingestivos
permaneceram inalterados.
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Figura 9 — Administracéo de veiculo (0, n = 12) e de FEN nas doses de 6 nM (n
=6) e 20 nM (n =7) no NMR de ratos em jejum noturno. Os dados
representam a média + EPM *p < 0.05 comparado ao grupo controle. ANOVA
de uma via seguida pelo teste post-hoc de Duncan.
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Comportamentos Dose (nM) Du(rtz?) (iicl)) ©) gg?;:)%r:gg
0 167 £ 12 48+ 4
Locomogéo 6 222 £18 48+ 6
20 220 + 37 58 +11
0 16+6 5+2
Imobilidade 6 200 + 124 11+4
20 226 + 173 10+2
0 106 + 14 33+2
Exploracéo Vertical 6 111 +40 257
20 80+15 30+5
0 159+ 31 34+3
Exploracéo Néo 6 228 + 64 3945
Locomotora
20 297 + 32* 56 + 7*
0 53+11 5+1
Auto Limpeza 6 106 + 37 8+3
20 132 + 28* 8+2

Tabela 3 — Efeitos do tratamento de FEN no NMR sobre a duracéo e freqiiéncia
dos comportamentos ndo ingestivos de ratos em jejum noturno observados
durante 30 minutos ap6s administragdo de veiculo (0, n = 13) e de fenilefrina
nas doses de 6 nM (n = 6) e 20 nM (n = 8). Os dados representam a média +
EPM *p < 0.05 comparado ao grupo controle. ANOVA de uma via seguida pelo
teste post-hoc de Duncan.

54 EFEITOS DA CLON NO NMR SOBRE OS
COMPORTAMENTOS INGESTIVOS E NAO INGESTIVOS DE
RATOS EM JEJUM NOTURNO

5.4.1 Efeito sobre a Quantidade, Laténcia, Duracdo e Frequéncia da
Ingestdo de Alimento.
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Nenhuma dose de CLON injetada no NMR em ratos em jejum
noturno afetou a quantidade, freqiiéncia, duracdo e laténcia dos
comportamentos ingestivos (figura 10).

[ oo}
193
g

%)

6

W
=}
1

4-

g

w
(=1
1

Laténcia da ingestdo de alimento (s)

(=1

L]
VEH 6 20 VEH

CLON (nM) CLON (nM)

Quantidade de alimento ingerido (g)

)
T

1500

353
(—}
1

:

W
1

=
1

500

w
1

Frequéncia da ingestdo
de alimento (episodios em 30min)

Duragdo da ingestdo de alimento (s)

(=]

(=1

I
VEH L 20 VEH

CLON (nM) CLON (nM)

Figura 10 — Administracdo de veiculo (0, n = 12) e de CLON nas doses de 6 nM
(n=7)e 20 nM (n =6) no MR de ratos em jejum noturno. Os dados
representam a média + EPM *p < 0.05 comparado ao grupo controle. ANOVA
de uma via seguida pelo teste post-hoc de Duncan.

5.4.2 Efeito sobre os comportamentos de Locomocdo, Imobilidade,
Exploracdo Vertical, Exploracdo ndo Locomotora e Auto Limpeza.

A analise estatistica revelou que os comportamentos nao
ingestivos de lomocdo, imobilidade, exploracdo vertical, exploracdo ndo
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locomotora e autolimpeza permaneceram inalterados apds o tratamento
com CLON no MR (tabela 4).

Comportamentos Dose (nM) Du(rtzzgticla) ©) Eg?sl:)%r:gg
0 167 £ 12 48+ 4
Locomogéo 6 181 + 15 51+3
20 183 + 27 46 +7
0 16+6 5+2
Imobilidade 6 1314 5+1
20 13+4 4+1
0 106 + 14 33+2
Exploracdo Vertical 6 96 + 14 33+4
20 92+14 284
0 159+ 31 34+3
Exploracéo Néo 6 132 + 15 35+ 4
Locomotora
20 142 + 38 3317
0 53+11 5+1
Auto Limpeza 6 87+18 5+1
20 54 +12 3+1

Tabela 4 — Efeitos do tratamento de CLON no NMR sobre a duragdo e
freqliéncia dos comportamentos ndo ingestivos de ratos em jejum noturno
observados durante 30 minutos apds administragdo de veiculo (0, n = 12) e de
fenilefrina nas doses de 6 nM (n =7) e 20 nM (n = 6). Os dados representam a
média £ EPM *p < 0.05 comparado ao grupo controle. ANOVA de uma via
seguida pelo teste post-hoc de Duncan.
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5.5 EFEITOS DA FEN E CLON NO NMR SOBRE OS
COMPORTAMENTOS DE IN~GESTAO HIDRICA DE RATOS
EM RESTRICAO DE 15§ RACAO/DIA DURANTE 7 DIAS.

5.5.1 Efeitos da FEN sobre a Quantidade, Laténcia, Duracdo e
Frequéncia da Ingestdo Hidrica.

A ANOVA de uma via indica que a administracdo de ambas as
doses de FEN no NMR né&o promoveu modificagdes na quantidade [F(2,
23) = 0,0804; p < 0,922] duracgdo : [F(2, 24) = 0,933; p = 0,406],
laténcia [F(2, 24) = 0,113; p < 0,893], freqliéncia : [F(2, 24)= 0,642;
p=0,534] do comportamento de ingestao hidrica.

5.5.2 Efeitos da CLON sobre a Quantidade, Laténcia, Duragdo e
Frequéncia da Ingestdo Hidrica.

A anélise de variancia de uma via indica que a administracéo de
ambas as doses de CLON no NMR ndo promoveu modificagbes na
quantidade [F(2, 21) = 2,152; p < 0,141], duracdo: : [F(2,22) = 1,222; p
< 0,313], laténcia: [F(2,22) = 0,294; p = 0,748], freqiiéncia: [F(2,22) =
0,898; p = 0,421].

56 EFEITOS DA FEN E CLON NO NMR SOBRE OS
COMPORTAMENTOS DE INGESTAO HIDRICA DE RATOS
EM JEJUM NOTURNO.

5.6.1 Efeitos da FEN sobre a Quantidade, Laténcia, Duracdo e
Frequéncia da Ingestdo Hidrica.

A ANOVA de uma via indica que a administracdo de ambas as
doses de FEN no NMR ndo promoveu modifica¢cbes na quantidade:
[F(2, 21) = 1,75; p< 0,198], duracdo: [F(2, 22)=2,15; p< 0,140], F(2,
24) = 0,933; p = 0,406], laténcia: [F(2, 22) = 1,508; p < 0,243],
freqiéncia: [F(2, 22) = 1,7448, p< 0,197] do comportamento de ingestdo
hidrica.

5.6.2 Efeitos da CLON sobre a Quantidade, Laténcia, Duragdo e
Frequéncia da Ingestdo Hidrica.

A anélise de variancia de uma via indica que a administracdo de
ambas as doses de CLON no NMR ndo promoveu modificacbes na
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quantidade: [F(2, 22) = 0,627; p< 0,543]; duracdo: [F(2, 22) = 0,412; p<
0,66728], laténcia: [F(2, 22) = 1,337; p< 0,283]; freqliéncia: [F(2, 22) =
0,627; p< 0,543].
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6. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo revelaram que a administracdo
de FEN no NMR causou reducéo na quantidade de alimento ingerido em
ratos submetidos a ambas situagbes de privacdo de alimento. Em
contraste com esses dados, a administracdo de CLON ndo afetou
qualquer variavel do comportamento alimentar dos ratos em ambas as
condicBes experimentais investigadas nesse trabalho. Esses dados séo
opostos aqueles encontrados nos animais saciados. Resultados recentes
do nosso grupo de pesquisa (Mansur et al., 2010) demonstraram que a
ativagdo de receptores o2-adrenérgicos pela administracdo de CLON no
NMR resulta em hiperfagia em ratos aciados. Esse efeito foi atribuido a
um controle inibitorio da liberagdo de 5-HT (Artigas, 1999) através dos
a-2 adrenoceptores presentes nos terminais nervosos noradrenérgicos
(Haddjeri et al., 1996); quando ativados esses receptores reduzem a
disponibilidade de catecolamina na sinapse e seu efeito excitatorio sobre
neurdnios serotonérgicos, mediado por receptor a-1. Por outro lado, o
tratamento no NMR com FEN nas mesmas condicdes experimentais de
alimentacdo ndo causou qualquer alteracdo no comportamento ingestivo
(Mansur et al., 2011). Essa auséncia de efeito da FEN em ratos saciados
foi atribuida ao elevado ténus adrenérgico sobre 0s neurdnios
serotonérgicos do MRN e, conseqlientemente, elevada influéncia
inibitéria sobre a ingestdo de alimentos, uma vez que a ativacdo de
receptores a-1 adrenérgicos facilita a liberacdo de 5-HT por neurdnios
serotonérgicos do NMR (Artigas, 1999; Gallanger e Aghajanian, 1982).
Além disso, reforca essa sugestdo, o fato de o tonus serotoninérgico ser
menor em ratos restritos do que em animais com livre acesso ao
alimento (Happe et al.,2004; Kelley et al., 2005; Kaye.2008). No
presente trabalho, a hipofagia induzida pela administracdo de FEN nas
duas condicGes experimentais de privacdo de alimento confirma a
sugestdo prévia e reforca a possibilidade de a 5-HT ser o mediador dos
efeitos ingestivos provocados pela ativacdo de receptores adrenérgicos.

Adicionalmente, dados recentes de nosso laboratério mostraram
que a injecdo de prazosin (antagonista de receptor o-1 adrenérgico) no
NMR de animais saciados causou hiperfagia (Mansur, 2011). Esse dado
somado ao fato de a ativacdo de receptores o-2, que tem como efeito a
reducdo da disponibilidade de catecolamina na sinapse, também resultou
em hiperfagia indicam que, nos animais saciados existe uma ativagao
adrenérgica tobnica, mediada por receptor adrenérgico «-1, sobre
neurbnios da rafe que inibem a ingestdo de alimento, possivelmente
neurdnios serotonérgicos.
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Coletivamente, esses dados confirmam a sugestdo anterior de que
a hipofagia induzida pela administracdo de AD no NMR de ratos em
restricdo de alimento (15g racdo/dia por 7dias) (Maidel et al., 2007)
pode ser mediada pela ativacdo de receptores a-1 adrenérgicos e seus
efeitos facilitatorios sobre neurdnios serotonérgicos do NMR (Gallanger
e Aghajanian, 1982; Artigas, 1999 ). A hiperfagia induzida pelo mesmo
tratamento aplicado no NMR de ratos saciados pode ser atribuida a um
controle inibitério da liberacdo de 5-HT (Artigas, 1999) através dos a-2
adrenoceptores presentes nos terminais nervosos noradrenérgicos
(Haddjeri et al., 1996). Quando ativados, estes receptores reduzem a
disponibilidade de catecolamina na sinapse e seu efeito excitatério sobre
neurdnios serotonérgicos, mediado por receptor adrenérgico do subtipo
a-1.

E importante observar que em nosso trabalho o comportamento
alimentar exibido pelos animais tratados com FEN no NMR diferiu nas
duas condicOes experimentais de restricdo de alimento. A resposta
hipoféagica provocada por injecdes de FEN no NMR de ratos submetidos
ao jejum noturno foi acompanhada pelo aumento na laténcia para iniciar
a alimentacdo e diminuicdo da duracdo da ingestdo. A hipofagia
induzida pelo mesmo tratamento, nos ratos em restri¢cdo de alimento 159
racdo/dia durante 7 dias, resultou apenas em diminuicdo da frequéncia
da ingestdo provocado apenas pela menor dose de FEN sendo que nédo
houve mudancas na laténcia ou duracdo do comportamento alimentar.
Estes resultados indicam que a duracdo da restricdo alimentar e/ou
intensidade afeta de forma diferente diversos aspectos da alimentacéo,
tais como a laténcia, o tamanho e a freqiiéncia das refeigdes.

Existem duas categorias de sinais que contribuem para o controle
do tamanho da refeicdo, denominados controles diretos e controles
indiretos (Smith,1996; Smith,2000; Grill, 2010). Os controles diretos
fazem referéncia aos sinais de saciedade que incluem sinais sensoriais
decorrentes do alimentos ingeridos que passam pelo trato gastrintestinal
como a distensdo estomacal e os horménios intestinais liberados em
resposta as caracteristicas do bolo alimentar (CCK, PYY, GLP-1 etc.).
Estes sinais de saciedade ativam os receptores em fibras vagais aferentes
e suas projecdes terminam em neurdnios no NTS e, desse nucleo
terminacdes neurais podem seguir diretamente para ndcleos
hipotaldmicos como o ARC e NPV, de forma indireta até o cortex
através de estruturas do tronco encefalico como o LC e os nucleos da
rafe (Berthoud, 2002). Destaca-se a associa¢do entre os controles diretos
e 0 tronco encefalico pois a sec¢do do nervo vago resulta em aumento
no tamanho e freqiiéncia da ingestdo de alimento (Yang et al 1992;
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Adan et al., 2008). Por outro lado a descerebracdo ndo aumenta o
tamanho da refeicdo em ratos restritos de alimento (Seeley et al 1994)
demonstrando que o tronco encefalico esta ligado a mecanismos que
limitam o tamanho da refei¢do, ou seja, mecanismos de saciedade.

O controle do tamanho da refeicdo também € influenciado por
sinais ndo diretamente ligados ao trato gastrointestinal, estes sao
chamados de controles indiretos. Esses controles estdo associados a
sinais de origens distintas e sdo classificados em 6 categorias: 1° sinais
metabdlicos (mudancas crénicas no niveis de glicose, acidos graxos
livres), 2° os sinais ritmicos (ciclo circadiano, alteragcbes hormonais), 3°
sinais térmicos ou temporais, 4° sinais condicionados (preferéncia ou
aversdo a um alimento), 5° sinais cognitivos (relacionas a cultura, em
humanos), 6° sinais ambientais (presenca ou auséncia de alimento em
um periodo/época especifica ou mesmo presenca de um predador no
meio animal) (Smith, 1996; Berthoud et al., 2006). Os mecanismos de
controle direto e controle indireto talvez possam explicar as diferentes
respostas no comportamento alimentar dos nossos modelos apds a
adminstragdo de FEN no NMR.

A resposta hipofagica nos animais em jejum noturno foi bem
caracterizada pois houve diminuicdo da quantidade de alimento
ingerido, aumento na laténcia para iniciar a ingestdo e diminuicdo na
duracdo da ingestdo de alimento. Dessa forma, sugerimos que o0s
adrenoceptores presentes no NMR podem estar associados a circuitos
neurais ligados ao controle direto da ingestdo de alimento (Smith, 1996;
Grill, 2010), podendo mediar a saciedade induzida por sinais sensoriais
ativados durante a passagem dos alimentos ingeridos pelo trato
gastrintestinal, caracterizada no presente estudo por uma reducdo do
tamanho e antecipacdo do termino da refeigéo.

De acordo com Smith (2010) os controles diretos atuam durante o
periodo da refeicdo enquanto que os controles indiretos (disponibilidade
energética, alteracdo na circulacdo de nutrientes) costumam agir por
mais tempo do que a duracdo de uma Unica refeicdo. Portanto, nos ratos
em restricdo de alimento 15g racdo/dia durante 7 dias os sinais de
saciedade desencadeados por sinais oriundos do trato digestorio
poderiam receber influéncia dos controles indiretos da refeicdo, em
especial os sinais metabdlicos que séo alterados pela reducdo no peso
corporal (aproximadamente 10%) e/ou fome persistente, como aumento
na concentragcdo de glicocorticoides e grelina no plasma bem como
diminuicdo nos niveis plasmaticos de leptina, insulina e glicose ou
também redugdo na temperatura corporal; alteragBes geralmente
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observadas durante a restricdo de alimento ( Masoro, 2000 et al.; Kinzin
etal., 2009; Pesic et al., 2010).

Reforca essa sugestdo os dados apontando que os niveis basais de
leptina e grelina séo normalizados com a restauracdo total ou parcial do
peso corporal perdido durante a privacdo de alimento por 4 semana.
Entretanto a concentracdo de insulina ndo é normalizada até que o peso
seja restaurado totalmente e mantido por 4 semanas (Kinzin et al.,
2009). Além disso, enquanto os animais com livre acesso ao alimento
apresentam um pico pré-prandial na concentracdo de grelina pouco antes
do ciclo escuro, quando normalmente realizam sua maior refeicdo do
dia, nos animais submetidos a restricio de alimento os niveis pré
prandiais de grelina mensurados no inicio do escuro, mantiveram-se
baixos (Kinzin et al., 2009; (Tschop et al., 2001; Horvath et al., 2003;
Tolle el al., 2003; Strubbe et al., 20004). Adicionalmente, a expressao
hipotalamica de RNAm para POMC em neur6nios do nucleo arqueado
foi menor na restricdo cronica e nos animais em que o peso foi
parcialmente restabelecido, mas restaurada com a normalizac¢éo do peso
corporal. A expresdo do RNAm para o peptideo relacionado ao agouti
(AgRP) e para 0 NPY ndo foi afetada pela restri¢do crénica de alimento
(Bi et al, 2003; Kinzin et al., 2009). No hipotalamo dorso medial houve
aumento significante da expressdo de NPY para 0s animais em restri¢do
crbnica, com o peso corporal parcial ou totalmente restaurado (Sucajtys-
Szulc et al., 2008; Kinzin et al., 2009). A expressdo do RNAm para o
NPY nesse nicleo foi normalizada 4 semanas ap6s a restauracdo do
peso corporal. Dessa forma, essas alteracdes neuroenddcrinas nos ratos
em restricdo de alimento 15g racdo/dia durante 7 dias podem ter alterado
o perfil da resposta hipofagica induzido pela administracdo de FEN no
NMR.

E importante ressaltar que comportamentos n&o ingestivos foram
alterados ap6s o tratamento com FEN no NMR de animais em restri¢éo
de alimento 15g racdo/dia durante 7 dias. A duracdo da exploracéo nao
locomotora, freqliéncia e duracdo da imobilidade aumentaram apds
tratamento com FEN. Dessa forma, a reducdo na quantidade de alimento
ingerido induzida pela FEN nesses animais poderia ser atribuida a uma
reducdo na atividade motora. No entanto, os animais submetidos ao
jejum noturno também apresentaram elevacdo na exploracdo néo
locomotora, fato que enfraquece essa possibilidade.

Os resultados obtidos no presente estudo, independente do
tratamento utilizado (FEN ou CLON nas doses equimolares de 6 e 20
nM) ndo demonstraram alteragdes na laténcia, duracdo e freqiiéncia do
comportamento de ingestao hidrica.
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Estudos demonstram a que o NMR tem influéncia direta no
consumo de agua (Wirtshafter, 2001) mediada pela neurotransmissdo
gabaérgica, pois a injecdo de muscimol (agonista GABA,) € baclofen
(agonista GABAg) aumenta a ingestdo de liquido independente da
presenca de alimento. (Klitenick e Wirtshafter, 1988, Wirtshafter, 1993).
A 5-HT além de estar envolvida no controle da ingestdo de alimentos
participa do controle da ingestdo hidrica sendo que substrato neural com
projecdes serotonérgicas centrais para 0 controle da ingestdo
hidromineral provavelmente envolve os nlcleos da rafe (Antunes-
Rodrigues et al., 2005).

Enquanto a administracdo periférica de 5-HT produz aumento na
ingestdo de agua por acionar mecanismos dependentes de angiotensina
I, no SNC a 5-HT participa de mecanismos inibidores da ingestdo de
agua, pelo menos em ratos ( Menani et al., 1996; 1998 a, b). De acordo,
estudos demonstram que a destruicdo eletrolitica do NDR, bem como de
neurdnios serotonérgicos centrais produz aumento da ingestdo de agua
(Shisheva et al., 1987). Essas informagdes sdo consistentes com a idéia
que em condicfes de normonatremia, 0os neurbnios serotonérgicos da
rafe inibiriam tonicamente a ingestdo de agua. O NPV é dotado de um
sistema ocitocinérgico e participa no controle da ingestdo hidrica
(Stricker e Woods, 2004). E possivel que a inibicdo dos ndcleos da rafe
seria feita por intermédio da 5-HT liberada no NPV uma vez que 0s
neurénios do NDR e NMR projetam-se para esses nlcleos (Antunes-
Rodrigues et al., 2005).

Esta amplamente descrito na literatura a participacdo da 5-HT no
controle da ingestdo hidrica e haver uma relagdo com os nucleos da rafe,
em nosso estudo ndo houveram alteracbes no comportamento
relacionados a ingestdo hidrica, independente da droga ou modelo de
restricdo utilizado. Atribuimos esse fato a possivel falha metodoldgica
nos instrumentos utilizados, ndo nos permitindo qualquer discussao
sobre o fato.

No presente estudo houve limitagdes referentes a infraestrutura,
equipamentos e verba para realizagdo do trabalho. Possivelmente, a
expressao da proteina Fos em neurbnios serotonérgicos do NMR e a
dosagem hormonal dos ratos nas diferentes condi¢des de restricdo de
alimento contribuiriam com nosso estudo. Admite-se que no desenho
experimental a necessidade de técnicas especificas ndo foram cogitadas.
A importancia das mesmas foram percebidas na fase final do estudo,
mas nao realizadas devido a auséncia de verba, infraestrutura e prazo de
concluséo do trabalho.
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7. CONCLUSAO

Em conclusdo, os dados do presente trabalho mostram que a
ativacdo do receptor a-1 adrenérgico do NMR provoca hipofagia em
ratos submetidos a privacdo de alimento de alimento. Esses dados
confirmam que a ativacdo de receptores adrenérgicos do NMR estimula
uma influéncia inibit6ria sobre a ingestdo de alimento que é menos
presente durante a privacédo de alimento.

Atualmente, o envolvimento e os mecanismos de regulagdo do
NMR na ingestdo de alimentos sdo poucos descritos na literatura.
Estudos que detalhem melhor esse contexto contribuirdo com a
comunidade cientifica. Acredita-se que este seja um ponto inicial para
outros trabalhos que objetivem compreender melhor as relagfes entre o
NMR e controle da ingestdo de alimentos.
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