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RESUMO

Estudos conduzidos em nosso laboratério avaliaram os efeitos da
injecdo local de 8-hidroxi-2-(di-npropilamino)-tetralina (8-OH-DPAT)
na Area Hipotalamica Lateral (AHL) sobre o comportamento ingestivo
de fémeas adaptadas a comer uma ragdo enriquecida com 10% de
sacarose, durante o periodo diurno do estro e diestro. Os resultados
mostraram que 8-OH-DPAT reduziu significativamente a ingestdo de
alimentos em ambos os estagios do ciclo. Investigacfes posteriores
mostraram que o pré-tratamento da AHL com WAY 100635 (antagonista
dos receptores 5-HT,,) suprimiu o efeito hipofagico provocado pelo 8-
OH-DPAT nas duas fases do ciclo. Neste contexto, a proposta do
presente estudo foi investigar a localizagdo do receptor 5-HT;4 no
circuito serotoninérgico da AHL por meio da injecdo de um antagonista
considerado de acdo pds-sinaptica, 1-(2-methoxyphenyl)-4-(4-
succinimidobutyl)-piperazine (MM-77), em ratas em diestro e estro.
Ratas adaptadas a consumir uma dieta rica em sacarose 10% e com
canulas cronicamente implantadas na AHL foram pré-tratadas com o
veiculo (&cido ascorbico 5%) ou MM-77 (doses de 0,37 e 0,74 nmol/200
nl) seguida pela injecdo de veiculo ou 8-OH-DPAT (6 nmol/200 nl). Os
comportamentos foram avaliados durante 1 hora ap6s a administracéo
das drogas e os resultados mostraram que a inje¢do de 8-OH-DPAT
reduziu significativamente a ingestdo de alimentos em 60% na fase estro
e 49% no diestro. Essa reducdo na quantidade de alimento ingerido foi
acompanhada por uma reducdo na duracdo e na frequéncia de ingestéo,
na fase estro. Os animais que foram tratados com MM-77 seguido de
veiculo ndo apresentaram alteragbes nos comportamentos ingestivos
e/ou ndo ingestivos. Porém, os animais tratados com MM-77 seguido de
8-OH-DPAT apresentaram um bloqueio do efeito hipofagico induzido
pela injecdo de 8-OH-DPAT. Estes resultados indicam que receptores 5-
HTa localizados na AHL participam no controle serotoninérgico de
mecanismos relacionados a regulacdo da ingestdo de alimentos e que
estes circuitos sdo, possivelmente, afetados por horménios esteroides
ovarianos. Além disso, observa-se que a reversdo da hipofagia
(provocada por um antagonista de receptor 5-HTy4 pds-sindptico) pode
ter sido realizada por um bloqueio prévio do receptor pelo antagonista,
indicando sua localizagdo pds-sinaptica.

Palavras-chave: Serotonina, area hipotalamica lateral, ingestdo de
alimento, hipofagia.






ABSTRACT

Studies conducted in our laboratory evaluated the effects of local
injection of 8-hydroxy-2-(di-npropilamino)-tetralin (8-OH-DPAT) in the
lateral hypothalamic area (AHL) on feeding behavior of females adapted
to eating a diet supplemented with 10% sucrose during the daytime
estrus and diestrus. The results showed that 8-OH-DPAT significantly
reduced food intake in both stages of the cycle. Subsequent
investigations showed that pretreatment with WAY 100635 (antagonist
of 5-HT,,) abolished the hypophagic effect caused by 8-OH-DPAT in
both stages of the cycle. In this context, the purpose of this study was to
investigate the location of the 5-HT 4 receptor in the serotonergic circuit
of the AHL by injection of an antagonist considered with postsynaptic
action, 1 - (2-methoxyphenyl) -4 - (4-succinimidobutyl )-piperazine
(MM-77), in rats in diestrus and estrus. Rats adapted to consume a diet
rich in 10% sucrose and carrying chronically implanted cannulas toward
to the AHL were pretreated with the vehicle (5% ascorbic acid) or MM-
77 (0.37 and 0.74 nmol) followed by injection of vehicle or 8-OH-
DPAT (6 nmol). The behaviors were evaluated for 1 hour after drug
administration and the results showed that the injection of 8-OH-DPAT
reduced the food intake by 60% in the phase of the estrous and 49% in
the diestrous. This reduction in food intake was accompanied by a
reduction in the duration and frequency of the ingestive behavior, during
the estrus. Animals that were treated with MM-77 followed by the
vehicle showed no alterations in the ingestive and/or non ingestive
behaviors. However, animals treated with MM-77 followed by 8-OH-
DPAT showed blockage of the hypophagic effects induced by injection
of 8-OH-DPAT. These results indicate that 5-HT 14 receptors located in
the AHL are involved in the serotoninergic control of the mechanisms
related to the regulation of food intake and that these circuits are
possibly affected by ovarian steroid hormones. Furthermore, it is
observed that the reversal of the hypophagia (caused by an antagonist of
5-HT A postsynaptic receptor) may have been carried out by a previous
blockade of the receptor by the antagonist, indicating its postsynaptic
location.

Keywords: Serotonin, lateral hypothalamic area, food intake,
hypophagia.
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1 INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas, os temas relacionados a transtornos
alimentares tornaram-se de grande relevancia em nossa sociedade e
acabaram despertando interesse para a compreensao dos mecanismos
envolvidos neste processo (WILLIAMS et al.,, 2001). A busca pelos
mecanismos fisiolégicos que melhor elucidem a regulacdo da ingestdo
de alimentos e do balango energético corporal tornou-se um dos
principais focos de estudo, devido ao crescente aumento dos casos de
transtornos alimentares, tais como obesidade, anorexia e bulimia
(ERLANSAN-ALBERTSSON, 2005; SIMPSON et al., 2009).

Os mecanismos que controlam a ingestdo de alimentos envolvem
uma complexa interacdo de sinais periféricos (tecido adiposo e
gastrintestinal) e sinais do Sistema Nervoso Central (SNC), que séo
influenciados pela avaliacdo do alimento e do balanco energético, além
de fatores genéticos, psicolégicos e ambientais (SCHWARTZ et al.,
2000; WILLIAMS et al, 2000; WOODS et al., 2000; CHAPTINI,
PEIKIN, 2008; SIMPSON et al, 2009; OWYANG, HELDSINGER,
2011).

O ato de comer ndo envolve somente um instinto de
sobrevivéncia, mas um mecanismo de recompensa (DIETRICH,
HORVATH, 2009). O controle hedbnico estd associado a
representatividade ou significancia do alimento em uma determinada
situacdo (WOOD, SEELEY, 2000; FULTON, 2010). Atualmente, sabe-
se que além de areas primarias, tais como tronco cerebral, mesencéfalo e
hipotalamo, estarem envolvidas na ingestdo, areas mais superiores como
nlcleo accumbens, amigdala e cortex orbitofrontal possuem influéncia
importante na homeostase ingestiva diaria. (DIETRICH, HORVATH,
2009)

Com relagdo aos sinais periféricos relacionados com esta
regulacdo, hormdnios secretados pelo trato gastrintestinal (TGI) ocupam
um papel primario na complexa interacdo neuroenddcrina que é a base
da regulacdo da ingestdo de alimento. Esses horménios gastrintestinais
podem atuar perifericamente e, também, diretamente em receptores
localizados nos neurénios do hipotalamo e do tronco encefélico, que sdo
regides do SNC que fazem parte do controle central do apetite. Essa
interacdo ocorre devido a uma fragilidade da barreira hemato-encefélica
na eminéncia mediana e &rea postrema, onde estruturas do SNC
proximas acabam recebendo influéncias destes fatores (CHAUDHRI et
al., 2006; CHAPTINI, PEIKIN, 2008; SILVA et al., 2012; SUZUKI et
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al., 2011). No tronco encefalico, o complexo vagal dorsal (consistindo
do nicleo dorsal motor do vago, area postrema e nlcleo do trato
solitario — NTS) desempenha papel crucial no processamento de sinais
periféricos, como aferentes vagais, do intestino para o hipotdlamo
(SUZUKI et al., 2011).

Estes horménios estdo relacionados a dois tipos de efeitos:
anorexigenos e orexigenos (tabela 1). Os efeitos anorexigenos
relacionados a reducdo da ingestdo de alimento podem ser mediados
pela oxintomodulina (OXM), peptideo semelhante ao glucagon-1 (GLP-
1), peptideo YY (PYY), transcrito regulado pela cocaina e anfetamina
(CART), insulina, leptina, colecistoquinina (CCK). Por outro lado, 0s
efeitos orexigenos relacionados ao aumento da ingestdo alimentar
podem ser mediados pela grelina (Tabela 1) (SCHWARTZ et al., 2000;
MORTON et al. 2006; MEISTER, 2007; SUZUKI et al., 2011).

Tabela 1: Principais hormonios intestinais envolvidos na regulagdo do
apetite. Adaptado de Chaptini, Peikin, 2008; Morton et al., 2006; Schwartz et
al., 2000; Suzuki et al., 2011; Trujillo et al., 2011.

Efeito Horménio  Principais acbes

Atrasa o efeito do SNC e nervo vago
no esvaziamento gastrico
Liberacdo de glicose dependente de

Anorexigeno PYY

GLP-1 insulina; Atrasa o efeito do SNC e
nervo vago no esvaziamento gastrico

OXM Idem GLP-1

Insulina Glicdlise, glicogénese, lipogénese
Contraco da vesicula biliar; atrasa

CCK esvaziamento  gastrico;  secrecdo
enzimas pancreéticas

PP Atrasa esvaziamento gastrico

Leptina Inibe neurdnios NPY/AgRP e ativa
POMC
Aumenta motilidade géstrica; ativa

Orexigeno Grelina neurdnios NPY/AgRP e inibe

POMC, no ARC.

Além destes horménios gastrintestinais, alguns neuropeptideos
podem estar envolvidos com a modulagéo da ingestdo de alimento como
hormoénio estimulante de a-melandcito (a-MSH), horménio liberador de
corticotropina (CRH) e transcrito regulado pela cocaina e anfetamina
(CART) com efeitos anorexigenos; e cortisol, endorfinas, galanina,
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hormdnio concentrador de melanina (MCH), neuropeptideo Y (NPY),
orexinas A e B e proteina relacionada ao agouti (AgRP) com efeitos
orexigenos (SCHWARTZ et al.,, 2000; MORTON et al., 2006;
MEISTER, 2007).

1.1 Controle central da ingestdo de alimentos

As principais regides encefélicas envolvidas na regulacdo
homeostatica da ingestdo de alimento estdo localizadas no hipotalamo e
no tronco encefalico (MURPHY, BLOOM, 2006). Como ilustrado na
figura 1, o hipotdlamo é importante na integracdo de sinais aferentes do
intestino e tronco encefalico assim como no processamento destes sinais
gue modulam a ingestdo de alimento e o gasto energético. O hipotalamo
é subdividido em nucleos interconectados, incluindo o nucleo arqueado
(ARC), nucleo paraventricular (PVN), nacleo ventromedial (VMN),
nucleo dorsomedial (DMN) e area hipotalamica lateral (AHL) (Figura
2). Caminhos neuronais entre estes nucleos estdo organizados em uma
complexa rede na qual circuitos influenciam a ingestao de alimentos e o
gasto energético (Figura 1) (SCHWARTZ et al., 2000; MORTON et al.,
2006; MURPHY, BLOOM, 2006; SIMPSON et al, 2009).

Neurdnios hipotalamicos expressam neuropeptidios orexigenos e
anorexigenos que sdo mediadores chave no controle da homeostase
energética. Neuropeptideo Y (NPY) e proteina relacionada ao agouti
(AgRP) do ARC e orexinas e Hormdnio Concentrador de Melanina
(MCH) na éarea hipotalamica lateral (AHL) compreendem
neuropeptidios orexigenos hipotaldamicos importantes. Por outro lado,
proopiomelanocortina (POMC) e transcrito regulado pela cocaina e
anfetamina (CART) no ARC, e fator liberador de corticotropina e
ocitocina (OT) no PVN sdo mediadores anorexigenos envolvidos no
controle da ingestdo alimentar (UCHOA et al., 2012).

Inicialmente, vérios experimentos com a utilizagdo de lesBes e
estimulacfes de ndcleos hipotalamicos, sugeriram o papel de centro da
saciedade ao VMN e de centro da fome a AHL (STELLAR, 1954). No
entanto, estudos subsequentes mostraram que lesbes de varios nicleos
hipotalamicos medio-basais resultavam em roedores obesos, diminui¢édo
da atividade fisica e distarbios neuroenddcrinos (OLNEY, 1969;
DEBONS et al., 1977).
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Figura 1: Conexdes entre tronco encefélico, hipotdlamo, &reas corticais e
circuitaria de recompensa envolvidas com regulagdo do apetite. Estdo
representadas também projecGes dos nicleos hipotalamicos para o cortex pré-
frontal, envolvidos na averséo condicionada ao sabor, assim como centros de
recompensa tais como amigdala e nucleo accumbens. Horménios intestinais,
através de aferentes vagais agem em ndcleos dentro do tronco encefalico que,
por sua vez, sinalizam ao hipotdlamo. Alguns hormdnios intestinais podem
também interagir diretamente em nucleos hipotalamicos levados pela circulagéo
e através de uma barreira hemato-encefalica incompleta. Adaptado de
SIMPSON et al (2009).
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LHA
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Figura 2: Anatomia do hipotdlamo de rato. Sec¢do coronal de hipotadlamo
mostrando as posicdes relativas do nlcleo arqueado do hipotdlamo (ARC),
nicleo ventromedial (VMH), ndcleo dorsomedial (DMH), ndcleo
paraventricular (PVN) e area hipotalamica lateral (AHL). Adaptado de Williams
et al, 2001.

Embora muitas outras areas cerebrais envolvidas na regulacio da
ingestdo de alimento sejam pesquisadas, o0 ARC recebe sinais da
periferia por meio do tronco encefélico e barreira hemato-encefélica e,
desta forma, desempenha um papel integrador na regulacdo
homeostatica da ingestdo de alimento (BROADWELL, BRIGHTMAN
1976; NISWENDER, SCHWARTZ, 2003). NPY e AgRP estdo co-
localizados nos neurdnios do ARC demonstrando que uma Unica célula
neuronal pode conter maltiplas moléculas de efeito anabélico (HAHN et
al., 1998; BROBERGER et al., 1998a); enquanto que POMC e CART
estdo co-localizados em um subconjunto distinto, porém adjacente de
neurdnios do ARC (ELIAS et al.,, 1998) indicando que circuitos
originados nesta regido cerebral possuem fungBes altamente
especializadas na homeostase energética (SCHWARTZ et al., 2000)
(Figura 3).

Alguns horménios gastrintestinais, pancreéticos e do tecido
adiposo tais como insulina (BANKS, 2004), leptina (BANKS et al.,
1996), grelina, CCK, OXM e PYY (KASTIN et al., 2002; NONAKA et
al., 2003), sdo transportados pela barreira hemato-encefélica e modulam
a atividade dos neurbnios do ARC que projeta eferéncias para outros
nucleos hipotalamicos, como o PVN, a AHL e o VMN. Nestes locais
ocorre a liberagdo de mais peptideos orexigenos ou anorexigenos para
modular a ingestdo de alimento e o balanco energético (Figura 1)
(SCHWARTZ et al., 2000; STANLEY et al., 2005; BERTHOUD, 2007;
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VALASSI et al., 2008; CHAPTINI, PEIKIN, 2008: SIMPSON et al.,
2009).
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Figura 3: Neurocircuitos hipotaldamicos e mecanismo de transducéo de
sinal envolvidos na homeostase energética. (a) O nucleo arqueado (ARC)
contém tanto os neurénios NPY/AgRP, que sdo inibidos pela insulina/leptina e
quando ativados estimulam a ingestdo de alimento; quanto neurénios POMC,
que reduzem a ingestdo e sdo estimulados também por insulina/leptina. Ambos
grupos neuronais projetam-se para areas hipotalamicas adjacentes incluindo
nucleo paraventricular (PVN), onde neurdnios anorexigenos se concentram e a
area hipotalamica lateral (AHL), que contém neurdnios orexigenos.
Informacdes de cada um desses nlcleos partem para areas cerebrais envolvidas
na percepcao da saciedade (incluindo o nlcleo do trato solitario, NTS) assim
como na recompensa. NPY/AgRP também inibem neurénios POMC por meio
da liberagdo sindptica do neurotransmissor inibitério GABA. Abreviaturas:
PVN: Ndcleo Paraventricular; AHL: Area Hipotalamica Lateral /PFA: Area
Perifornical; NTS: Nucleo do Trato Solitario; ARC: Nucleo Arqueado; POMC:
Pro-6piomelanocortina; NPY: Neuropeptideo Y; AgrP: Proteina relacionada ao
agouti; GABA: Acido gama-aminobutirico. Adaptado de Morton et al., 2006.
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Outras regides hipotalamicas envolvidas na regulacdo da ingestdo
de alimento sdo as AHL e APF. A AHL ¢é vagamente definida e
compreende uma populacdo de neurbnios grande e difusa, incluindo
subpopulagcdes definidas que expressam orexinas e horménio
concentrador de melanina (MCH). Terminais NPY sdo abundantes na
AHL, em contato com células que expressam orexina e MCH, enquanto
a APF contém alta densidade de receptores NPY-Y5 capazes de mediar
os efeitos estimuladores do apetite do NPY (WILLIAMS et al., 2001).
Na verdade, a APF compreende uma area mais sensivel que o PVN para
acao do NPY induzir a alimentacdo (STANLEY et al., 1993).

A AHL foi definida classicamente como o centro do apetite.
Estimulacdo deste nlcleo aumenta ingestdo de alimento, enquanto que
lesGes atenuam a ingestdo e causam perda de peso (WILLIAMS et al.,
2001). A AHL recebe projecGes neuronais do ARC e contém os
neuropeptideos  orexigénicos MCH e orexinas. Terminais
imunorreativos de NPY, AgRP e¢ a-MSH estdo presentes em grande
guantidade na AHL e fazem conexdo com células que expressam MCH
e orexinas (BROBERGER et al., 1998b). Fibras imunorreativas MCH
também se projetam ao cértex, tronco encefalico e medula espinal. Em
humanos, dois receptores MCH foram clonados, Mchrl e Mchr2, sendo
gue em roedores somente o tipo 1 foi identificado. Camundongos
knockout para Mchrl possuem aumento no gasto energético, atividade
locomotora e sdo resistentes a obesidade induzida pela dieta (CHEN et
al., 2002). Em contraste, injecdo de MCH no ventriculo lateral de ratos
aumenta ingestdo de alimento e jejum aumenta a expressdao de RNAm
de MCH (SIMPSON et al., 2009).

MCH consiste de um estimulante endégeno do comportamento
ingestivo, e por isso camundongos com deficiéncia genética de MCH
tem ingestdo de alimento e reservas de gordura corporal diminuidas, o
gue sugere que MCH seja um determinante critico da homeostase
energética normal. Uma vez que neurbnios MCH hipotalamicos se
projetam a diversas areas do prosencéfalo e rombencéfalo, envolvidas
na regulacdo da ingestdo, eles podem fornecer uma conexao importante
entre neurocircuitos hipotalamicos que respondem a leptina e aqueles
gue estdo envolvidos no controle de curto prazo da ingestdo (WOODS et
al., 2000). Injecbes centrais de MCH aumentam a ingestdo de alimento
em ratos, e privacdo de alimento aumenta os niveis de RNAm para
MCH. Em adicdo, camundongos ob/ob (deficiéncia de leptina) possuem
niveis elevados de RNAm para MCH e esta superexpressdo €
normalizada pela administracdo de leptina. Portanto, MCH é um
regulador da ingestdo responsivo a leptina (ELMQUIST et al., 1998a).
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Outra familia de peptideos desta regido, as orexinas (também
chamadas hipocretinas) (SAKURAI et al.,, 1998) sdo encontradas
exclusivamente nos corpos celulares da AHL, e semelhantemente ao
MCH, as suas fibras sdo distribuidas por todo o encéfalo. Orexinas A e
B agem por meio de dois receptores, OX1R e OX2R e administracdo
ICV destes peptideos aumenta ingestdo de alimento (SAKURAL, et al.,
1998; SIMPSON et al.,, 2009). InjecOes intracebroventriculares de
orexinas acentuam o comportamento ingestivo, e restricdo alimentar
aumenta 0 RNAm de orexina (SAKURALI et al., 1998; ELMQUIST et
al., 1998a).

Os padrdes de projecdo dos neurdnios da AHL sugerem que eles
podem integrar a complexa fisiologia envolvida com o comportamento
ingestivo, pois a AHL contém neurdnios que potentemente estimulam
ingestdo de alimento e sdo abastecidos por fibras do estriado, cortex
orbitofrontal, ARC e outras areas hipotalamicas cruciais na homeostase
energética. Neurdnios estimulatdrios da ingestdo de alimento da AHL
parecem ser constritos por uma inibigdo ténica que pode ser atenuada
pela ativacdo de mecanismo de recompensa, assim iniciando programas
motores que estimulam o comportamento ingestivo (KELLEY et al.,
2005). Neurbnios da AHL que se projetam ao NTS podem,
adicionalmente, atenuar a resposta a sinais de saciedade, aumentando a
guantidade de comida consumida durante uma refeicdo. Estas
consideragdes suportam a visdo da AHL como um nodo integrador para
informacBes homeostaticas, de saciedade e relacionadas & recompensa
que coletivamente governam 0s programas motores que ativam
comportamento ingestivo (Figura 4) (MORTON et al, 2006).

Outras regides hipotalamicas também envolvidas com a ingestao
de alimento incluem o PVN, DMN E VMN. O PVN ¢ um local onde
numerosos caminhos neuronais envolvidos no balango energético
convergem, incluindo projecdes de neurdnios NPY do ARC e outros
contendo orexinas (ELMQUIST et al., 1998; WILLIAMS et al., 2000),
o a-MSH derivado da POMC e o peptideo estimulador do apetite,
galanina. Lesdes deste nlcleo produzem hiperfagia e obesidade, mas
ndo é inteiramente claro se esses sintomas sdo devido aos danos
causados nos préprios neurdnios ou nas fibras passando através dessa
regido (WILLIAMS et al., 2000). Além disso, é rico em terminais
contendo numerosos neurotransmissores e neuropeptideos, incluindo
NPY, a-MSH, serotonina, galanina, noradrenalina e peptideos opidides.
O hormonio liberador de corticotropina (CRH) é expresso por neur6nios
no PVN que se projetam a eminéncia mediana (SARKAR, LECHAN,
2003) e podem inibir os neurbnios que expressam NPY oriundos do
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ARC. Além disso, 0 PVN desempenha um importante papel na
integracdo de funcbes endocrinas, como por exemplo, a funcédo
tireoidiana (LEGRADI, LECHAN, 1999; FEKETE et al., 2000).

O DMN possui diversas conexdes com outros nucleos
hipotaldmicos mediais e com hipotalamo lateral, e serve como um
integrador no processamento da informacdo das populag@es neuronais
nestes sitios (ELMQUIST et al. 1998a; WILLIAMS et al, 2000). Lesdes
no DMN resultam em hiperfagia e obesidade (BERNARDIS,
BELLINGER, 1987). Este nucleo cont¢ém um grande ndmero de
terminais NPY e a-MSH originados no ARC. As fibras a-MSH também
se projetam do DMN ao PVN fazendo conexdo com neur6nios que
contém TRH (MIHALY et al, 2001; SIMPSON et al., 2009).

Estudos de neurcimagem em humanos mostraram uma
sinalizacdo aumentada na regido do VMN ap6s uma carga oral de
glicose (MATSUDA et al., 1999). O VMN conttm uma grande
populacdo de neurénios glicorresponsivos e recebe projecGes neuronais
NPY, AgRP e POMC do ARC. Recentemente, 0 VMN foi identificado
como alvo chave para leptina, que age no hipotalamo inibindo a
alimentacdo, estimulando gasto energético e causando perda de peso
(WILLIAMS et al., 2000; SIMPSON et al., 2009).

Todas essas regifes hipotalamicas sofrem influéncia de
aproximadamente 25 substancias participantes na regulagdo do
comportamento ingestivo, que ja foram identificadas. Dentre elas,
podem ser citadas algumas aminas, como serotonina, noradrenalina,
dopamina e histamina; e alguns aminoacidos como acido glutamico
(glutamato) e GABA (KALRA et al., 1999).

A serotonina (5-HT) é implicada em muitas fun¢bes mediadas
pelo SNC que incluem atividade motora, resposta ao estresse, sono e
comportamento alimentar (DOURISH et al., 1985; BLUNDELL, 1986;
SIMANSKY, 1996; RUETER et al., 1997; BICKERDIKE et al., 1999).
Pesquisas realizadas nos Ultimos 30 anos sugerem que a serotonina
desempenha um papel importante no controle do comportamento
ingestivo (SIMANSKY, 1996; FEIJO et al, 2010). Desta forma, torna-se
imprescindivel o estudo dos mecanismos pelo qual o sistema
serotoninérgico atua modulando a ingestdo de alimento e este sistema
sera abordado mais detalhadamente a seguir.
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Figura 4: Modelo para integracdo de informagdes relacionadas a recompensa e
adiposidade. (a) Neurdnios na VTA do mesencéfalo projetam-se a areas do
prosencéfalo, incluindo NAcc, estriado e cortex, e designam valor de
recompensa a comida palatavel. (b) Percepcdo de prazer associado com
consumo de comida palatavel envolve ativagdo neuronal no NAcc e estriado, 0s
quais desinibem a AHL e, assim estimulam a alimentacdo. AbreviagGes: Amy:
amigdala; GP: globo pallidus; NAcc: nlcleo accumbens; VTA: rea tegmental
ventral; AHL: area hipotalamica lateral; ARC: nlcleo arqueado. Adaptado de
Morton et al, 2006.

1.2 O sistema serotoninérgico

Serotonina era 0 nome dado, no século passado, a uma substancia
vasoconstritora desconhecida, encontrada no soro ap6s coagulacdo
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sanguinea. Em 1948, foi identificada quimicamente como 5-
hidroxitriptamina (5-HT) e demonstrou-se que se originava das
plaquetas (RAPPORT et al., 1948). Em seguida, foi detectada no TGl e
no SNC, tendo sido constatado que atua tanto como neurotransmissor
guanto como horménio local no sistema vascular periférico (TWAROG,
1953).

A serotonina é um importante neurotransmissor e esta relacionada
com a modulacdo de diversas fun¢fes importantes no sistema nervoso,
como liberagdo de alguns horménios, sono, temperatura corporal,
regulacdo do apetite, humor, atividade motora e fungdes cognitivas (para
revisio ver FEIJO et al., 2010) e tem sido associada a algumas
patologias, como transtornos de ansiedade, fobia social, esquizofrenia,
transtorno obsessivo-compulsivo, desordens do péanico, hipertensdo e
transtornos de alimentacdo (HOYER et al., 2002; GREEN, 2006; LAM,
HEISLER, 2007; LAM et al., 2010).

1.2.1 Sintese e metabolismo de serotonina

A serotonina (5HT) é sintetizada em duas etapas a partir do
aminoacido essencial L-triptofano, o qual é adquirido a partir da dieta.
Primeiramente, triptofano é hidroxilado na posi¢do 5 do anel indol pela
triptofano hidroxilase, gerando 5-hidroxitriptofano (5-HTP). Este, por
sua vez, é entdo descarboxilado pela enzima aminoacido L-aromatico
descarboxilase, resultando em serotonina. Uma vez sintetizada,
serotonina é armazenada no interior de vesiculas em preparacdo para
exocitose sinaptica e apds liberada é metabolizada a é&cido 5-
hidroxiincolacético (5-HIAA) pela enzima mitocondrial monoamino
oxidase A (MAO A) e aldeido desidrogenase (Figura 5) (GRAHAME-
SMITH, 1967; LAM, HEISLER, 2007).

1.2.2 Subtipos e localizagdo dos receptores

No cérebro, corpos celulares serotoninérgicos estdo localizados
no nucleo da rafe do tronco encefalico, agrupados em nove grupos
designados B1 a B9. Neur6nios serotoninérgicos se projetam para
virtualmente todas as areas do cérebro e medula espinhal. Os grupos de
células caudais, B1 a B4, originam a maioria das projecdes
descendentes, e o grupo rostral, B5 a B9, originam a maioria das fibras
ascendentes. Fibras serotoninérgicas descendentes se projetam para a
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substancia cinzenta da maioria dos segmentos espinhais, e numerosas
regibes bulbares, pontinas e mesencefalicas, assim como areas do
cerebelo. Fibras ascendentes congregam no fasciculo prosenceféalico
medial antes de divergir para inervar diversos alvos do prosencéfalo,
incluindo cortex, hipocampo, tdlamo, hipotdlamo, estriado, amigdala e
nacleo accumbens. (TRULSON, JACOBS, 1979; LAM, HEISLER,
2007) (Figura 6).
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Figura 5: Sintese e metabolismo da serotonina. A serotonina é sintetizada a
partir do L-triptofano. Este é hidroxilado na posicdo 5 no anel indol pela
triptofano hidroxilase, gerando 5-hidroxitriptofano (5-HTP). 5-HTP ¢
descarboxilada pela aminoacido L-aromatico descarboxilase, fornecendo 5-
hidroxitriptamina (5-HT, serotonina). Serotonina é metabolizada por uma
deaminacdo pela acdo da monoamino oxidase (MAO) e desidrogenagdo pela
aldeido desidrogenase, gerando como metabdlito principal é&cido 5-
hidroxindolacético. Adaptado de LAM, HEISLER, 2007.

A serotonina produz seus efeitos por meio de uma grande
variedade de receptores acoplados a membrana. A 5-HT e seus
receptores sdo encontrados tanto no SNC quanto no Sistema Nervoso
periférico, assim como em alguns tecidos ndo neuronais no intestino,
sistema cardiovascular e sangue (HOYER et al., 2002). Os subtipos de
receptores serotonérgicos tem sido agrupados em familias de acordo
com o sistema de segundos mensageiros a eles envolvidos assim como
suas homologias sequenciais. Ha 7 familias de receptores
serotonérgicos, designados 5-HT; a 5-HT, sendo divididas em 16
SUbtipOS diferentes: 5-HT, (5-HT1A, 5-HTg, 5-HTp, 5-HT ¢ € 5-HT1|:);
5-HT, (5-HT,a, 5-HT2s € 5-HTyc); 5-HT3 (5-HT3a, 5-HT3sg, 5-HTsc, 5-
HTsp € 5'HT35); 5-HT,; 5-HTsy (5HT5A (] 5'HT5B); 5-HTg e 5-HT;,
(LAM, HEISLER, 2007).
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Com excecdo do receptor 5-HT; todos os receptores sdo
acoplados a proteina G, que quando ativada por estimulos exteriores,
leva a ativacdo ou inibicdo de enzimas amplificadoras no meio
intracelular, desencadeando uma cascata de eventos, o que caracteriza o
processo de transducdo de sinal. J& o receptor 5-HT; esta acoplado ao
canal ibnico, formado por proteinas transmembrana que permitem a
passagem de ions pela camada lipidica da membrana plasmatica. Dentre
todos os subtipos de receptores, 0 5-HT tem sido o mais estudado e
caracterizado atualmente (KROEZE et al., 2002, MOURA, VIDAL,
2011).

O receptor 5-HT;n foi o primeiro receptor 5-HT a ser
completamente sequenciado, consiste em um receptor acoplado a
proteina G inibitéria (Gi) que resulta em hiperpolarizacdo quando
ativado. Este receptor € dividido em duas diferentes classes, conforme
sua localizagdo: pré ou pos-sindpticos. Uma vez que 0s neurdnios
serotoninérgicos sdo originados nos nicleos da rafe, os receptores 5-
HT,a localizados nos dendritos e corpos celulares de neurdnios 5-HT
gue emergem do nucleo da rafe para inervar o cérebro e a medula
espinal, sdo considerados pré-sinapticos. Por outro lado, os receptores 5-
HT1a pbs-sinapticos estdo localizados em diferentes regiGes do cérebro,
como hipocampo, cértex entorrinal e frontal, septum lateral, amigdala e
varias regides do hipotalamo e nucleos taldmicos que recebem
terminagdes 5-HT (BARNES, SHARP, 1999). Apesar dos receptores
pré e pos-sinapticos serem semelhantes geneticamente, eles apresentam
diferentes perfis farmacolégicos (BERMACK, DEBONNEL, 2007).

1.2.3 Regulagéo serotoninérgica da ingestdo de alimento

A 5-HT tem um importante papel em funcdes fisioldgicas tais
como sono, alimentagdo, comportamento sexual, regulacdo da
temperatura, resposta ao estresse, memoria, dor e cogni¢do (POLTER,
LI, 2010). Com relacdo ao comportamento ingestivo, a 5-HT &
conhecida pelo seu papel como uma molécula anorexigena (CURZON,
1990), e ¢é implicada tanto no processo de saciacdo quanto saciedade
(BLUNDELL et al., 1986). O hipotalamo parece ser o local onde a 5-HT
exerce seus efeitos anorexigenos no controle central da alimentacéo,
talvez, pelo menos em parte, por meio da interagdo com 0s neurdnios
que produzem os peptideos hipotalamicos (DRYDEN et al., 1995; 1996;
JAHNG et al., 1998; CURRIE et al., 2002; MOON et al., 2010).
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O efeito hipofagico da 5-HT e de seus agonistas parece ser
mediado por diversos subtipos de receptores pos-sinapticos localizados
em circuitos hipotalamicos (BOVETTO, RICHARD, 1995). Na
literatura sdo descritos inUmeros relatos de estudos com drogas
serotoninérgicas mostrando que a ativacdo de receptores 5-HT;z ou 5-
HT,c reduz a ingestdo alimentar (KENNETT, CURZON, 1988;
SAMANIN et al., 1989; DOURISH, 1995; HALFORD, BLUNDELL,
1996; HEWITT et al., 2000; DALTON et al., 2006). Por outro lado, a
ativagdo de receptores 5-HT 4 pode causar hiperfagia (DOURISH et al.,
1985; 1988; GILBERT, DOURISH, 1987; EBENEZER, 1992a;
CURRIE, COSCINA, 1993; COSCINA et al, 1994; PARKER,
COSCINA, 2001; EBENEZER, SURUJBALLY, 2007) ou redugdo na
ingestdo de alimento (EBENEZER, 1992b; EBENEZER et al., 1999;
ARKLE, EBENEZER, 2000; COSCINA et al., 2000; EBENEZER et al.,
2001; EBENEZER, TITE, 2003; EBENEZER et al., 2007; LOPEZ-
ALONSO et al., 2007).

Estudos revelam a participacdo dos receptores serotoninérgicos
na modulacdo da ingestdo de alimento. Segundo Heisler et al. (2002;
2006), os receptores 5-HT,c provocam estimulacdo de neurbnios que
expressam POMC, precursor do neuropeptideo anorexigeno a-MSH, 0
que levaria a uma hipofagia. Isto pode ser confirmado quando se
observa que camundongos knockout para este receptor apresentaram-se
hiperfagicos e obesos (NONOGAKI, 2008). Por outro lado, a ativacdo
dos receptores 5HTg inibe a atividade neuronal de neurdnios que
expressam AgRP (orexigeno) e reduz os sinais inibitorios pds-sinapticos
sobre os neurdnios que expressam POMC (HEISLER et al., 2006).
Camundongos knockout para receptor 5HT g exibiram aumento no peso
corporal e hiperfagia proporcional, porém ndo apresentaram obesidade
(BOUWKNECHT et al., 2001).

Agonistas de receptores 5-HT;4 aumentam a ingestao de alimento
(DOURISH et al., 1985), o que pode ser atribuido a funcdo deste
receptor como um autorreceptor inibitério em neurdnios da rafe.
Especificamente, a ativacdo de autorreceptores 5-HTia resulta em
diminuicdo da liberagdo de serotonina no terminal, que pode
consequentemente reduzir o envolvimento serotoninérgico em vias
anorexigenas. Ainda neste contexto, injecdo direta de um agonista do
receptor 5HT4 no nicleo mediano ou dorsal da rafe ja seria suficiente
para induzir hipofagia (BENDOTTI, SAMANIN, 1986).
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Figura 6: Principais proje¢Bes serotoninérgicas. Neuronlos
serotoninérgicos estdo agrupados em 9 grupos anatdmicos no ndcleo da rafe do
tronco encefélico: os grupos caudais, B1-4, originam a maioria das projecdes
descendentes; os grupos rostrais, B5-9, originam a maioria das projecoes
ascendentes. A figura mostra fibras representativas indicando principais vias
serotoninérgicas no cérebro do rato. Abreviagfes: 3V, terceiro ventriculo; 4V,
quarto ventriculo; ACC, cértex cingulado anterior; Ag, aqueduto; ARC, nicleo
arqueado do hipotalamo; DR, nucleo dorsal da rafe; FC, cdrtex frontal; ml,
lemnisco medial; NAcc, ndcleo accumbens; NTS, nucleo do trato solitério;
PAG, substancia cinzenta periaquedutal; PVH, nicleo paraventricular do
hipotalamo; RMg, ndcleo magno da rafe; RMn, ndcleo mediano da rafe; Rob,
nucleo obscuro da rafe, RPa, ndcleo pallidus da rafe; SC, medula espinhal; V1,
cortex visual primério. Adaptado de Lam, Heisler, 2007.

Drogas agonistas dos receptores serotoninérgicos tém sido
extensivamente desenvolvidas como agentes para perda de peso,
baseadas largamente nas observagdes primérias da forte relacéo inversa
entre os niveis de 5-HT e consumo de alimento (GARATTINI et al.,
1986; GOUDIE et al., 1976; SAMANIN et al., 1980). 5-HT age em
diferentes subtipos de receptores e tem sido encontrado que
administracdo central ou sistémica de agonistas de 5-HT diminui a
ingestdo de alimento em mamiferos (BLUNDELL, 1984). Uma excec¢édo
a esta generalizacdo foi a observagdo que o agonista de receptor 5-HT 4,
8-OH-DPAT produz um aumento na ingestdo de alimento em ratos ndo
privados de alimento (DOURISH et al, 1985; EBENEZER, 1992a).
Resultados similares foram subsequentemente obtidos para outros
agonistas de receptor 5-HT;a, tais como gepirona, buspirona e
ipsapirona (GILBERT, DOURISH, 1987; FLETCHER, DAVIS, 1990;
EBENEZER, 1993). Contrastantemente tem sido encontrado que doses
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de 8-oh-dpat (EBENEZER, 1992b), gespirona (EBENEZER, TITE,
1995) e buspirona (EBENEZER, 1996), que aumentam ingestdo em
ratos ndo privados suprimem a ingestdo em animais privados de
alimento. Estudos neuroquimicos sugerem que 0 aumento na ingestao de
alimento observado apds a administracdo do agonista de receptor 5HT 4
¢ mediado por uma acdo em autorreceptores 5SHT;4 no nicleo da rafe
(EBENEZER, 1992a). No entanto, ndo é claro se os efeitos hipofagicos
desses agentes sejam mediados por uma acdo em receptores SHTy4 pré
ou pds-sinapticos (ARKLE, EBENEZER, 2000).

Um grande numero de antagonistas de receptor 5HT 1,4, incluindo
BMY7378, NAN-190, MDL73005 EF, SDZ 216525, (S)-UH-301,
WAY 100135, WAY 100635 (HILLVER et al., 1990; BJORK et al.,
1991; FLETCHER et al., 1993a,b, 1996) e NAD-299 (JOHANSSON et
al, 1997) foram identificados em varios modelos que avaliaram fungdes
do receptor 5-HT;o pOs-sindptico. No entanto, estas drogas ndo sdo
seletivas e também demonstraram propriedades de agonistas parciais
(SHARP et al., 1990, 1993; FLETCHER et al., 1993a,b; HOYER,
BODDEKE, 1993; SCHOEFFTER et al., 1997), o que dificulta seu uso
como sondas para o0 receptor 5HT;a. Mais recentemente, foi
desenvolvido o antagonista seletivo de receptor po6s-sindptico 5HTy4 1-
(2-methoxyphenil)-4-(4-succinimidobutyl) piperazine (MM-77)
(MOKROSZ et al., 1994), sendo que seus efeitos estdo sendo estudados
na ansiedade por meio da ativacdo de receptores 5-HT14 (GRIEBEL et
al., 2000; WESOLOWSKA et al., 2003), mas seus efeitos na ingestao de
alimento ainda nao estdo completamente elucidados.

Neste estudo, utilizaremos 0 antagonista seletivo pds-sinaptico,
MM-77, para avaliar se o efeito hipofagico gerado pela injecdo central
de 8-OH-DPAT na &rea hipotaldmica lateral é mediado por receptor pré
ou pds-sinaptico.

No que diz respeito a relacdo entre a serotonina e 0s horménios
sexuais, sabe-se que roedores machos e fémeas diferem em inimeros
fatores na funcéo serotoninérgica (FISHETTE et al., 1984; KENNETT
et al., 1986). Miuiltiplos indices bioquimicos de funcdo 5-HT variam
durante o ciclo estral feminino (BIEGON et al., 1980; FLUDDER,
TONGE, 1975; UPHOUSE et al., 1986) e efeitos dos hormdnios
gonadais na funcdo serotoninérgica sdo relativamente distribuidos e
incluem influéncias na sintese, liberacdo, recaptagdo e catabolismo
(BIEGON et al., 1980; BIEGON et al., 1983; DIPAOLO et al., 1983;
LADISICH, 1974; REHAVI et al., 1987; MASWOOD et al., 1995).
Estes efeitos, por sua vez, influenciam as diversas fungdes
desempenhadas pela serotonina no SNC, como, por exemplo, a ingestéo
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de alimento e, desta forma, o estudo da influéncia dos horménios
gonadais sobre a ingestdo alimentar torna-se de grande relevancia e sera
abordada nos t6picos a seguir.

1.3 Influéncia do ciclo ovariano na ingestdo alimentar

1.3.1 Caracteristicas hormonais do ciclo estral

A rata possui um ciclo estral que ocorre em intervalos de 4-5 dias
durante toda sua vida reprodutiva, exceto durante a gravidez,
pseudogravidez e lactacdo (LONG, EVANS, 1922; BLANDAU et al.,
1941; FREEMAN, 1994). O 17p-estradiol (E2) e a progesterona sao 0s
horménios produzidos em maior quantidade pelos ovarios. Durante o
ciclo estral, estes hormdnios agem no cérebro para estimular os eventos
hormonais que resultam em ovulagdo e comportamentos sexuais
(MCCARTHY, BECKER, 2002).

O ciclo ovariano da rata inicia com uma fase de duracdo de cerca
de dois dias, sendo o primeiro dia, conhecido como diestro 1 ou
metaestro, e 0 segundo dia conhecido como diestro 2 ou diestro. Esta
fase comeca com o desenvolvimento de foliculos pelos odcitos, sendo
que baixas concentracdes de FSH (hormonio foliculo estimulante) da
hipofise estimulam o desenvolvimento folicular. Outro fenémeno
observado é 0 aumento na esteroidogénese causada pela estimulac&o por
LH (horménio luteinizante). A secre¢do de E2 aumenta gradualmente
durante esta fase (Figura 7B) (MCCARTHY, BECKER, 2002).

O momento antes e depois da ovulacdo é dindmico. Concentracao
de E2 aumenta, agindo no cérebro para desencadear a liberagdo de
GnRH, que induz um pico de LH da hipdfise para resultar em ovulagéo.
A progesterona aumenta algumas horas antes da ovulacéo e contribui
para este processo. Na rata, esta fase é chamada proestro (MCCARTHY,
BECKER, 2002). Liberacdo maxima de E2 do ovario comeca 18 horas
antes da ovulacdo (FREEMAN et al., 1974; FREEMAN, 1994). Um
aumento significativo da progesterona ocorre 4-6 horas apds o pico de
E2, durante a tarde do proestro. Uma vez que LH e progesterona sdo
liberadas na circulagdo, a ovulagdo ocorre ap6s 10-12 horas (figura 7B)
(BECKER et al., 2005).

A fase do estro é o periodo de receptividade sexual e o dia real da
ovulacdo. A receptividade sexual ocorre imediatamente apds o inicio da
fase escura do ciclo claro/escuro e precede a ovulagdo em algumas horas
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na maioria dos animais. Ovulagdo, induzida pelo pico de LH no
proestro, ocorre 10-13 horas apds o pico (FREEMAN et al., 1970) e a
receptividade sexual persiste por 10-12 horas (BECKER et al., 2005).
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Figura 7: PadrGes de estradiol, progesterona e LH em humanos (A) e ratos (B)
durante o ciclo reprodutivo. Unidade de tempo no eixo x em A estd
representado em dias; em B esta representado em horas. Barras escuras em B
indicam periodo escuro do ciclo claro/escuro. Nota-se que durante a fase
folicular em humanos e sua fase analoga no rato (diestro), secre¢do de 17f-
estradiol aumenta, mas de progesterona permanece baixa. Ap6s o pico de LH, a
progesterona se eleva em humanos e ratos. Em humanos, o corpo Iiteo também
secreta 17p-estradiol, enquanto que no rato durante a breve fase litea, a
concentragéo de 17B-estradiol diminui. Adaptado de Becker et al, 2005.

1.3.2 Ciclo ovariano e ingestdo de alimento

Os horménios sexuais estrogénio e progesterona estdo envolvidos
na complexa regulacdo do apetite, da ingestdo e do metabolismo
energético. Na maioria das espécies, ingestdo de alimento e fungdes
reprodutivas estdo intimamente ligadas de forma que durante as
diferentes fases hormonais do ciclo estral, a ingestdo de alimento diaria
varia (RACINE et al., 2012). Desordens alimentares e obesidade estéo
se tornando cada vez mais preocupantes e estdo acopladas a severas
morbidades e mortalidades. Pesquisas recentes designadas a elucidar os
mecanismos e fornecer estratégias para prevencdo e tratamento destes
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problemas de salde tém revelado novos conhecimentos a respeito da
regulacdo do apetite e comportamento ingestivo por horménios sexuais
(HIRSCHBERG, 2012).

Hormdnios sexuais interagem com peptideos gastrintestinais e
neurotransmissores para alcancar o controle central do apetite e do gasto
energético, enquanto também exercem acdo periférica direta em
adipécitos (ASARIAN, GEARY, 2006; HIRSCHBERG, 2012). Estes
efeitos podem ser confirmados quando se verifica que ratas
ooforectomizadas apresentam aumento na ingestdo alimentar e,
concomitantemente, no peso corporal e estes efeitos podem ser
revertidos pela restauracdo dos niveis fisioldgicos de estradiol
(BUTERA, 2010).

Existe evidéncia que os efeitos do E2 na ingestdo sdo mediados
por receptores de estrogénio no hipotalamo e no nicleo do trato
solitario. No entanto, o subtipo de receptor responsavel pelos efeitos do
E2 na ingestdo de alimento (Receptor de Estrogénio ERa ou ERp)
permanece incerto (LIANG et al., 2002; BUTERA, 2010; SANTOLLO
et al.,, 2010). Além disso, estes efeitos parecem envolver diversos
mecanismos diferentes. Por exemplo, estradiol potencializa o efeito de
saciedade do peptideo CCK (LINDEN et al., 1990; GEARY, 2001),
enquanto atenua a atividade orexigena da grelina (CLEGG et al., 2007).
Outro efeito que foi verificado é a estimulacdo pelo estradiol da
atividade anorexigena POMC/CART e inibicdo dos neurbnios
orexigenos NPY/AgRP no ARC (SOTONYI et al., 2010; OLOFSSON
et al., 2009). Em contraste ao estrogénio, progesterona sozinha nao
influencia significativamente o comportamento ingestivo em ratas
ooforectomizadas, exceto quanto administrada em  doses
farmacolégicas, néo-fisiolégicas (BUTERA, 2010). No entanto, na
presenca de estrogénio, a progesterona estimula apetite e promove
ganho de peso (WADE, SCHNEIDER, 1992).

Em fémeas de numerosas espécies, comportamento ingestivo esta
intimamente ligado ao funcionamento do eixo hipotalamo-hipdfise-
gonadal (HPG). Por exemplo, tanto fémeas roedoras quanto primatas
ingerem menos durante a fase do ciclo estral que antecede e sucede a
ovulacdo, quando elas estdo sexualmente receptivas e ativas
(ASARIAN, GEARY, 2006). Similarmente no caso de mulheres,
ingestdo de alimento varia durante as diferentes fases do ciclo
menstrual. As variagfes ciclicas da ingestdo de alimentos tém sido
documentadas em diversos estudos (BUFFENSTEIN et al., 1995; DYE,
BLUNDELL, 1997; CROSS et al., 2001; BRYANT et al., 2006).
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Assim, uma meta-analise revelou que a média de ingestdo de
alimento é mais baixa durante a fase peri-ovulatdria do ciclo menstrual,
guando niveis de estradiol estdo altos (BUFFENSTEIN et al., 1995). Em
contraste, um pico na ingestdo de alimento ocorre durante a fase pré-
menstrual, quando progesterona esta aumentada (BUFFENSTEIN et al.,
1995; DYE, BLUNDELL, 1997; CROSS et al., 2001; BRYANT et al.,
2006). Além disso, a compulsdo alimentar pode ser mais pronunciada
durante periodo pré-menstrual (KLUMP et al., 2008), um processo que
pode envolver baixos niveis de serotonina cerebral (CROSS et al.,
2001).

O estrogénio parece inibir ingestdo de alimentos por meio dos
ERs para aumentar sinalizacdo anorexigena mediada por peptideos tais
como CRH (DAGNAULT et al., 1993), e para diminuir os sinais
orexigenos, tais como NPY (BASKIN et al., 1995), no hipotalamo.
Apesar de existir dois receptores nucleares, ERa e ERp, os efeitos
inibitérios de E2 na ingestdo parecem ser mediados principalmente por
ERa. Camundongos knockout para ERa tém aumento no peso corporal e
na ingestdo de alimento, quando comparados com controles selvagens
(HEINE et al., 2000) e ap6s ooforectomia, tratamento com E2 ndo
diminui a ingestdo (GEARY et al., 2001). Adicionalmente, estudos
farmacol6gicos demonstraram que um agonista de ERo, mas ndo de
ERP diminuiu a ingestdo de alimento em ratos e camundongos
(ROESCH, 2006; SANTOLO et al., 2007; THAMMACHAROEN et al.,
2009) e que o bloqueio de ERa, mas ndo de ERP com antagonistas
seletivos previne o efeito inibitério do E2 enddgeno e exdgeno na
ingestdo alimentar (SANTOLLO et al.,, 2010). E2 também age no
hipotdlamo como um importante regulador do pico do hormonio
luteinizante (LH), exercendo ac¢des de feedback positivo na liberagio de
horménio liberador de gonadotrofina (GnRH), sendo que a secre¢do
subsequente de LH da hipdfise desencadeia ovulacdo (YOUNG, JAFFE,
1976). Isto parece ser mediado por receptores ERa (SANTOLLO et al.,
2012).

Estudos conduzidos em nosso laboratério avaliaram os efeitos das
injecdes locais de metergolina (MET — antagonista de receptor 5-HT; e
5-HT,) ou de 8-OH-DPAT na AHL sobre 0 comportamento ingestivo de
ratas durante o periodo diurno do diestro e estro e adaptadas a comer
uma racdo enriquecida com 10% de sacarose. Os resultados mostraram
que 8-OH-DPAT injetado na AHL reduziu significativamente a
quantidade de alimento ingerido em ambos o0s estagios do ciclo, porém
reduziu a duragdo da resposta de ingestdo somente em estro. A ingestdo
de alimentos diminuiu ap6s a injecdo de MET na AHL de ratas durante
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as fases de estro e diestro. Estes resultados indicam que os receptores 5-
HT,a localizado na AHL participam dos mecanismos serotoninérgicos
de controle da ingestdo de alimento. Estes circuitos encontrados no
hipotdlamo sé&o, possivelmente, afetados por horménios ovarianos que
poderiam aumentar a sensibilidade dos neurdnios da AHL para os
efeitos hipofagicos de 8-OH-DPAT ou aumentar a eficécia de sinais de
saciedade que terminam a alimentacdo. Além disso, este estudo indicou
que circuitos serotoninérgicos localizados na AHL ndo exercem uma
atividade inibitoria tonica sobre circuitos neuronais relacionados com a
ingestdo de alimento (STEFFENS et al., 2008).

Investigacbes posteriores mostraram que o pré-tratamento da
AHL com WAY 100635 (antagonista dos receptores 5-HT4) suprimiu o
efeito hipofagico provocado pelo 8-OH-DPAT durante as fases de estro
e diestro. Esses resultados reforcam a participacdo de receptores 5-HT
da AHL em circuitos serotoninérgicos de controle da ingestdo de
alimento e que estes circuitos sdo afetados por secrecdo dos hormonios
ovarianos (STEFFENS et al., 2010).

Desta forma, a proposta do presente estudo pretende estender a
investigacdo sobre a participacdo dos receptores 5-HTi4 da AHL no
controle da ingestao de alimentos, avaliando a localizacdo (pré ou pos-
sinaptica) do receptor 5-HT 4 neste circuito.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Determinar a localizagdo (pré ou pés-sinaptica) dos receptores 5-
HT.a NOs circuitos serotoninérgicos da Area Hipotalamica Lateral que
controlam a ingestdo de alimento, bem como verificar a possivel
influéncia dos hormdnios gonadais sobre os efeitos da injegédo
intrahipotalamica de MM-77 sobre a resposta hipofagica induzida pelo
8-OH-DPAT em ratas.

2.2 Obijetivos Especificos

e Avaliar os efeitos da injecdo de uma dose de 6 nmol/200nL de 8-
OH-DPAT na AHL sobre a ingestdo de alimentos nas fases estro e
diestro de ratas;

e Avaliar os efeitos da injecdo de MM-77, em duas doses (0,37 e
0,74 nmol/200nL), na AHL sobre a ingestdo de alimentos nas fases
estro e diestro de ratas;

e Avaliar os efeitos da injecdo de 8-OH-DPAT na AHL sobre a
ingestdo de alimentos nas fases de estro e diestro de ratas pré-
tratadas com MM-77;

e Avaliar possiveis alteracGes na ingestdo de agua (laténcia, duracgéo,
frequéncia e quantidade), bem como nas duragcbes dos
comportamentos ndo ingestivos (exploragdo vertical, locomogao,
auto-limpeza, exploracdo ndo locomotora e imobilidade).
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3 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos desse estudo foram realizados de acordo com
0s principios éticos de experimentacdo animal, postulados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal, e o0s protocolos de
experimentacdo foram submetidos & apreciagdo do Comité de Etica ao
Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC), sob n° PP00526.

3.1 Animais

Foram operadas 251, porém foram utilizadas 107 ratas Wistar
(Rattus norvegicus) adultas, com peso corporal variando entre 200 a 250
gramas, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de
Santa Catarina. Os animais foram adaptados durante 7 dias as condicfes
ambientais do biotério setorial, com temperatura controlada entre 21+
2°C e um ciclo claro/escuro de 12 horas (luz das 7-19 h). Foram
mantidos em caixas de polipropileno (49 x 34 x 16 cm), forradas com
maravalha, dispondo de agua e alimento granulado (CR-1, Nuvilab —
Nuvital Nutrientes, Brasil) ad libitum. Durante esse periodo os animais
foram manipulados somente durante a limpeza das caixas, a cada dois
dias. Dentre os animais excluidos do estudo estdo aqueles que: ciclo
estral difere de 4-5 dias, as injecGes estavam fora do local de estudo, o
capacete caiu ap0s cirurgia, o video ficou inutilizavel por falhas
técnicas, a droga ndo difundiu pelo PE10 por entupimento da canula
guia, permaneceram em temperatura diferente de 21+ 2°C por mais de 2
dias devido as condices precarias do biotério setorial.

3.2 Procedimento cirudrgico

Previamente ao ato cirdrgico, os animais foram anestesiados com
uma mistura de xilazina/cloridrato de ketamina (13 mg/Kg de xilazina;
87 mg/Kg de cloridrato de ketamina — Laboratério Koénig, S.A.)
administrada intraperitonealmente. Em seguida, os animais foram
adaptados ao aparelho estereotdxico (Insight, modelo Insight
Instruments, Ribeirdo Preto, SP, BRA) tendo a cabeca fixada por
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intermédio de barras posicionadas nos condutos auditivos e incisivos
superiores.

Uma incisdo longitudinal foi realizada no escalpo, apos
antissepsia com alcool, com subsequente ressec¢do do peridsteo para
exposicdo da calota craniana e melhor visualizacdo das estruturas de
referéncia. Em seguida, uma canula-guia (0,6 mm de didmetro externo e
18 mm de comprimento), confeccionada a partir de agulha hipodérmica
de 23G (Becton Dickinson Industria Cirurgica, Brasil), foi posicionada 2
mm acima da Area Hipotalamica Lateral (AHL) para ndo lesionar o
nucleo, sendo as coordenadas: plano frontal (posterior bregma) -3,6 mm,
plano sagital (lateral a sutura sagital) 1,5 mm e plano horizontal (abaixo
da calota craniana) -7,2 mm; conforme descrito por Paxinos e Watson
(2007).

Apos determinada a posicdo, realizou-se um orificio na calota
craniana com uma broca esférica de uso odontoldgico. A canula-guia foi
introduzida e fixada a calota craniana por meio de 2 parafusos de aco
inoxidavel, acrilico polimerizavel liquido (monémero de metil
metacrilato — Laboratério Dencril, Brasil) e pd acrilico (co-polimero
metil metacrilato - Laborat6rio Artigos Odontoldgicos Classicos Ltda,
Brasil). Um mandril de aco inoxidavel foi posicionado no interior da
canula-guia para prevenir sua obstrucao.

Ao final do procedimento cirlrgico 0s animais retornaram ao
biotério setorial, onde foram mantidos individualmente em caixas de
polipropileno com ragdo e &gua ad libitum. Ap6s um periodo de 7 a 10
dias de recuperagdo iniciaram-se os procedimentos experimentais.

3.3 Determinacéo da fase do ciclo estral

A identificacdo das diferentes fases do ciclo foi realizada por
analise de esfregaco vaginal, coletado diariamente entre 12h00 e 13h00,
a partir do sétimo dia apds procedimento cirrgico. As amostras foram
coletadas com pipeta de plastico contendo 10 pl de solucdo salina (NaCl
0,9%) inserida no introito vaginal da rata. O fluido vaginal contido no
interior da pipeta foi depositado sobre l1aminas de vidro, sendo utilizada
uma lamina por rata. Em seguida, a ldamina foi observada sob luz de
microscépio 6tico com lentes objetivas de 10X e 40X. As amostras do
epitélio vaginal foram examinadas por dois observadores independentes
para avaliacdo da fase do ciclo, que foi determinada utilizando-se os
critérios-padrdo adotados por Becker et al. (2005) ou Freeman (2006),
descritos a seguir:
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e Proestro: Predominancia de células epiteliais nucleadas e
grandes, com auséncia de leucocitos e eventualmente, presenca
de pequenos nichos de células vaginais cornificadas;

e Estro: Consiste primariamente de células cornificadas
anucleadas e células vaginais escamosas;

e Metaestro: Possui mesma proporcdo entre células epiteliais
nucleadas, células cornificadas e leucocitos;

e Diestro: Grande predomindncia de leuctcitos e,
ocasionalmente, interpostos com células epiteliais nucleadas.

A caracterizagdo de cada fase do ciclo estral foi realizada pelas
proporcBes encontradas entre os trés tipos celulares: células epiteliais
nucleadas, células cornificadas anucleadas e leucécitos. Neste estudo,
foram utilizadas somente ratas com ciclo estral regular de 4-5 dias.

3.4 Solucdes e doses administradas

As doses utilizadas foram baseadas em estudos prévios sobre
efeitos da injecdo central de 8-OH-DPAT (STEFFENS et al., 2008,
2010), efetiva em influenciar seletivamente o comportamento ingestivo;
e de MM-77 (MOKROSZ et al, 1994, GRIEBEL et al,
WESOLOWSKA et al., 2003), baseando-se nas doses de WAY 100635
efetivas em aumentar o comportamento de esquiva inibitéria em estudos
realizados no labirinto em cruz elevado (SANTOS et al, 2005).

As seguintes drogas e doses foram utilizadas:

e Solucdo de acido ascorbico 5% (estéril, livre de pirégenos, pH
7,4) utilizada nos experimentos de controle (volume de 0,2 pl
intra-hipotalamica) e também como veiculo das demais drogas;

e  8-hidroxi-2-(di-n-propialmino) tetralina (8-OH-DPAT; agonista
seletivo de receptor 5-HT;4) na dose de 6 nmol;

e 1-(2-methoxyphenyl)-4-(4-succinimidobutyl) piperazine (MM-
77; antagonista seletivo de receptores 5-HT14 pOs-sinapticos),
administrado 10 min antes do veiculo ou da dose efetiva de 8-
OH-DPAT, nas doses de 0,37 e 0,74 nmol.

3.5 Injecdes intracerebrais

As solucdes foram injetadas por meio de uma agulha injetora (0,3
mm de didmetro e 20 mm de comprimento), confeccionada a partir de
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agulha gengival 30G (Injecta Produtos Odontol6gicos, Brasil), que foi
introduzida na canula-guia e conectada por um tubo de polietileno (PE
10) a uma microsseringa Hamilton de 1 ul. A agulha injetora excedeu o
tamanho da cénula-guia em 2 mm. Com o0 objetivo de minimizar
variagOes na pressdo intracerebral, as solugdes foram administradas no
periodo de 1 min, em animais despertos, seguido de 1 min de espera
com a agulha no sitio de injecéo para permitir melhor difusdo da solucdo
pelo parénquima e evitar refluxo da mesma. O volume injetado foi
sempre de 0,2 ul, independente da condicdo de tratamento.

3.6 Procedimento experimental

Sete dias ap06s a implantagdo da canula-guia os animais (saciados)
foram habituados a ingerir uma dieta rica em carboidratos. Foram
colocados dentro de uma caixa de registro comportamental, contendo
em seu interior um recipiente de vidro (Placa de Petri, de 5 cm de
didmetro) com 20 g de racdo enriquecida com sacarose 10% (Fletcher,
1988) e um bebedouro de vidro com 50 ml de &gua, durante 3 dias
consecutivos; tempo suficiente para os animais atingirem a ingestao
maxima e estavel dessa dieta. A racdo rica em sacarose foi
disponibilizada diariamente durante 1 hora, ap6s esse periodo, 0s
animais retornaram a caixa de hospedagem onde tiveram livre acesso a
agua e a racdo granulada.

Ao final do periodo de adaptacdo, ratas foram separadas em estro
e diestro e receberam as seguintes injecdes:

e veiculo (&cido ascorbico 5%) e, depois de 7 min, receberam
outra injecdo de veiculo (grupo controle) ou 8-OH-DPAT 6
nmol;

e MM-77, nas doses de 0,37 ou 0,74 nmol e, ap6s 7 min,
receberam outra injecdo de veiculo ou de 8-OH-DPAT 6 nmol.

Cada animal foi examinado em uma Unica fase do ciclo estral e,
imediatamente apds o tratamento, foi colocado na caixa de registro
comportamental, onde por um periodo de 1 h, foi realizado o registro
digital dos comportamentos ingestivos e ndo ingestivos. Ao término da
sessdo experimental, a racdo restante na caixa de registro foi recolhida e
pesada, sendo o consumo de alimento avaliado pela diferenca entre a
quantidade inicial e final de racdo. O comportamento animal ao longo
do experimento foi categorizado de acordo com Halford et al. (1998).
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3.7 Registro comportamental

caixa experimental foi confeccionada em vidro transparente de 4
mm de espessura, possuindo medidas de comprimento (49 cm) e largura
(34 cm) similares aos da caixa de hospedagem, porém com medida de
altura (40 cm) maior a fim de evitar fugas. O chdo da caixa e trés
paredes laterais foram cobertas com plastico adesivo preto. Uma das
paredes laterais foi mantida com vidro transparente, onde posicionou-se
um espelho em uma angulacdo que ndo permitisse ao animal visualizar
sua imagem refletida durante o experimento, porém possibilitando ao
observador a visualizagdo lateral dos comportamentos do animal e o
registro digitalizado dos mesmos. O registro foi realizado com a
utilizagdo de Webcam (Microsoft LifeCam VX1000, Microsoft
Corporation) posicionada aproximadamente 60 cm acima do assoalho da
caixa, permitindo a visualizagdo completa de todos os angulos da
mesma. Posteriormente, o registro foi transcrito em computador, sendo
as categorias comportamentais analisadas com utilizagdo do programa
Etholog 2.25 (OTTONI, 2000).

As variaveis avaliadas foram laténcia (tempo em segundos para
realizar pela primeira vez uma resposta comportamental), frequéncia
(nimero de vezes, durante os 60 minutos da sessdo em que o animal
exibiu determinada resposta) e dura¢do (tempo, em segundos, de
execucdo de determinada resposta) dos seguintes comportamentos,
conforme descritos por Halford et al. (1998):

e Ingestdo do Alimento (comer): quando o animal se aproxima
do comedouro, e efetivamente ingere alimento sélido, com
comportamentos caracteristicos de degluticéo;

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

e Exploragéo do alimento: quando o animal cheira ou manipula
a racao, sem ingeri-la;

e Exploracdo n&o locomotora: quando o animal estiver
ativamente explorando o ambiente com a cabeca, seja cheirando
0 ar ou o chdo, sem tirar as quatro patas do local onde se
encontra;

e 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);
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e Manutencdo (autolimpeza): 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;

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

e Imobilidade: quando o animal permanecer imével, sem
apresentar qualquer outro comportamento ja citado.

3.8 Analise histoldgica

Ao final dos experimentos, os animais foram anestesiados com
excesso de CO, e, posteriormente, foram perfundidos transcardialmente
com salina 0,9%, seguida de formol 10%. Ap6s removidos, os cérebros
permaneceram por cerca de trés dias em solucdo de formol a 10% e em
seguida foram colocados em solucdo de alcool estilico 70° INPM até
serem cortados em fatias de 100 pm em vibratomo. Os cortes foram
montados em laminas gelatinizadas onde permaneceram secando por 5
dias. Em seguida, foram corados pelo método de Nissl e permaneceram
secando por igual periodo de tempo até serem analisados em
microscopio optico. A reproducgdo gréfica dos cortes e dos pontos de
injecédo foi realizada a partir do Atlas de Paxinos e Watson (2007).

3.9 Analise estatistica

Os dados foram analisados por intermédio de uma anélise de
variancia (ANOVA) de duas vias, tendo como fatores os tratamentos e
as fases do ciclo estral (estro e diestro), seguida pelo teste (post hoc) de
Duncan. O nivel de significancia adotado nesses procedimentos foi
p<0,05.
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4 RESULTADOS

A localizacdo aproximada dos sitios de injecdo dos tratamentos
efetuados na AHL é mostrada a seguir por meio de microfotografia
(figura 8) e representacdo esquematica (figura 9).

Figura 8: Microfotografia de um corte coronal (coloragdo pelo método de Nissl)
do hipotalamo de rato, ilustrando o trajeto de uma cénula-guia e injetora na
AHL. Abreviaturas: AHL: area hipotalamica lateral; ARC: nlcleo arqueado do
hipotalamo; cp — peddnculo cerebral; f — fornix; mt - trato mamilo-talamico.
Escala da barra =1 mm.
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Figura 9: Representacdo esquematica de cortes coronais de cérebro de
rato, demonstrando o sitio aproximado das microinjecoes de Veic, 8-OH-DPAT
(6 nmol) e MM-77 (0,37 e 0,74 nmol) nas fases de estro (A) e diestro (A).
Abreviaturas: 3V, terceiro ventriculo; mt, trato mamilotalamico; cp, peddnculo

cerebral; ARC,
perifornical.

nicleo arqueado do hipotalamo; f, férnix; APF, area
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4.1 Ingestéo de alimento

A andlise de variancia (ANOVA) de duas vias indicou que a
ingestdo de alimentos foi afetada significativamente pelas drogas
utilizadas [F(5,95)=10,12; p=000000]. A injecdo de 8-OH-DPAT na
AHL reduziu significativamente a ingestdo de alimentos nas duas fases
do ciclo estral avaliadas. O pré-tratamento com ambas as doses de MM-
77 bloqueou o efeito hipofagico desencadeado pela administracdo de 8-
OH-DPAT durante ambas as fases do ciclo estral (Figura 10).

A administracdo de MM-77 na AHL, seguido da injecdo de
veiculo ou de 8-OH-DPAT ndo alterou o consumo de alimento em
ambos os estagios do ciclo estral estudado. Por outro lado, o pré-
tratamento com as duas doses de MM-77 bloqueou o efeito hipofagico
desencadeado pela administracdo de 8-OH-DPAT durante as duas fases
do ciclo estral.
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Figura 10: Efeito da injecdo de 8-OH-DPAT sobre a ingestdo de alimentos ap6s
0 pré-tratamento da AHL com veiculo (Veic — acido ascérbico 5%) ou MM-77
(nas doses de 0,37 ou 0,74 nmol) em ratas em estro e diestro. Todos os dados
sd0 expressos como média + erro padrdo da média. O ndmero de animais
utilizados em cada grupo encontra-se nas tabelas 2,3,4,5. (*) p<0,05 em
comparagdo ao seu respectivo controle.

A analise de variancia mostrou que a duracéo total da ingestdo de
alimento foi afetada significativamente pelo tratamento realizado
[F(5,95)=4,32; p=0,001373]. As altera¢cdes na duracdo da ingestdo de
alimento acompanharam, com algumas excecbes, as modificacdes
ocorridas no consumo de alimento. A reducdo da ingestdo de alimento
induzida pela administracdo de 8-OH-DPAT foi acompanhada por uma
reducdo significativa na duracdo da ingestdo na fase de estro quando
comparada ao controle. O pré-tratamento com MM-77 em ambas as
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doses bloqueou a reducdo na duracdo da ingestdo de alimento
desencadeada pela injecdo de 8-OH-DPAT na fase de estro (Figura 11).
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Figura 11: Efeito da injecdo de 8-OH-DPAT sobre a duragdo da ingestdo de
alimentos apds o pré-tratamento da AHL com veiculo (Veic — acido ascérbico
5%) ou MM-77 (nas doses de 0,37 ou 0,74 nmol) em ratas em estro e diestro.
Todos os dados séo expressos como média * erro padrdo da média. O nimero
de animais utilizados em cada grupo encontra-se nas tabelas 2,3,4,5. (*) p<0,05
em comparagao ao seu respectivo controle.

A frequéncia da ingestdio de alimento foi afetada
significativamente pelas drogas utilizadas [F(5,94)=2,86; p=0,018986] e
pelo ciclo estral analisado [F(1,94)=5,9830; p=0,016305]. Em estro, a
administragdo de 8-OH-DPAT provocou reducdo na frequéncia de
ingestdo quando comparada ao controle, acompanhando a reducéo na
guantidade e na duracdo da ingestdo. Nesta fase do ciclo, o pré-
tratamento com MM-77 seguida da administracdo de 8-OH-DPAT
reverteu a redugdo na frequéncia de ingestdo induzida pela injecéo de 8-
OH-DPAT isolado. Em diestro, observa-se que a frequéncia da ingestdo
de alimento no grupo controle é significativamente menor que a
verificada no controle em estro. Embora a injecdo de 8-OH-DPAT
isolado tenha reduzido o consumo de alimento, o nimero de vezes que 0
animal ingeriu ndo diferiu do controle, na fase de diestro (Figura 12).

A laténcia para iniciar o consumo de alimento néo foi afetada por
qualquer tratamento efetuado na AHL em ambas as fases do ciclo estral
(Figura 13).
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4.2 Ingestdo de agua

A ingestdo de agua, assim como duracdo, laténcia e frequéncia
ndo foram afetadas significativamente pelos tratamentos realizados na
AHL em ambas as fases do ciclo estral estudadas (estro/diestro),
conforme demonstrado nas tabelas 2 e 3.
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Figura 12: Efeito da injeco de 8-OH-DPAT sobre a frequéncia da ingestéo de
alimentos apds o pré-tratamento da AHL com veiculo (Veic — acido ascdrbico
5%) ou MM-77 (nas doses de 0,37 ou 0,74 nmol) em ratas em estro e diestro.
Todos os dados séo expressos como média * erro padrdo da média. O nimero
de animais utilizados em cada grupo encontra-se nas tabelas 2,3,4,5. (*) p<0,05
em comparacdo ao seu respectivo controle; (#) p<0,05 em comparacdo ao
controle em estro.
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Figura 13: Efeito da injecdo de 8-OH-DPAT sobre a laténcia da ingestdo de
alimentos apds o pré-tratamento da AHL com veiculo (Veic — acido ascérbico
5%) ou MM-77 (nas doses de 0,37 ou 0,74 nmol) em ratas em estro e diestro.
Todos os dados sdo expressos como média * erro padrao da média. O nimero
de animais utilizados em cada grupo encontra-se nas tabelas 2,3,4,5. (*) p<0,05
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em comparacdo ao seu respectivo controle; (#) p<0,05 em comparacdo ao
controle em estro.

4.3 Comportamentos ndo ingestivos

A andlise de variancia de duas vias indicou que a exploracdo ndo
locomotora foi afetada significativamente pelas drogas utilizadas
[F(5,95)=3,580; p=0,005211]. Além disso, verificou-se que o0
comportamento de locomocgdo [F(5,95)=3,5900; p=0,005114], bem
como o comportamento de autolimpeza [F(5,95)=5,2407; p=0,000271],
também apresenta interacdo significante entre os tratamentos realizados.

Avaliando-se 0s comportamentos ndo ingestivos (tabelas 4) foi
possivel verificar que os animais em estro previamente tratados com a
maior dose de MM-77 e posterior injecdo de 8-OH-DPAT apresentaram
uma redugdo significativa na duracdo da autolimpeza quando
comparados ao controle; estes animais também apresentaram uma
discreta reducdo na duracdo do comportamento locomotor, porém nédo
estatisticamente significativa quando comparada ao controle.

A locomogdo dos animais em estro foi afetada significativamente
pelo pré-tratamento com MM-77 seguido da injecdo de veiculo (na
menor dose) e da injecdo de 8-OH-DPAT (nas duas doses), todos
apresentaram um aumento  significativo na duragdo deste
comportamento quando comparados ao controle.

No que diz respeito aos animais em diestro (tabela 5), somente a
duracdo da exploracdo ndo locomotora foi afetada pelo pré-tratamento
com MM-77 0,37 nmol seguida da injecdo de 8-OH-DPAT,
apresentando-se significativamente menor que o controle.



Tabela 2: Resposta dos animais com relagdo ao consumo de agua durante 1h apds o pré-tratamento da AHL com o veiculo (&cido
ascorbico 5%) ou diferentes doses de MM-77 (0,37 ou 0,74 nmol) seguido 7 min ap6s pela injecéo de veiculo ou de 8-OH-DPAT
(6 nmol) em ratas na fase de estro.

Estro

Tratamentos Veic + Veic Veic + MM 037 + | MM 074 + | MMO0,37 + MM 0,74 +

(n=11) 8-OH Veic Veic 8-OH 8-OH

(n=12) (n=8) (n=7) (n=10) (n=8)

Ingestdo agua (mL) | 0,48 +0,19 0,11+ 0,06 0,60 + 0,09 0,71+0,31 0,61+0,14 0,63 +0,25
2;;29(""5()’ INgestao | 14 67+906 |305+1,72 | 17504506 | 2954+1527 | 2525+7.23 | 30,92+ 13,06
Laténcia Ingestdo 561,99 149,13 + | 895,58 + | 646,80 + | 553,81 401,26 +
Agua (s) 186,32 86,67 171,33 290,94 121,48 165,16
Frequéncia
Ingestéo 1,004 0,3+0,2 2,3+0,6 29x14 2,707 2414
Agua (epis6dios)

Os nimeros entre parénteses representam o total de animais examinados em cada tratamento.

exibiram atividade locomotora imediatamente apds serem colocados na caixa experimental.

Durante o tratamento os animais
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Tabela 3: Resposta dos animais com relagdo ao consumo de agua durante 1h apds o pré-tratamento da AHL com o
veiculo (&cido ascdrbico 5%) ou diferentes doses de MM-77 (0,37 ou 0,74 nmol) seguido 7 min apos pela injecéo de
veiculo ou de 8-OH-DPAT (6 nmol) em ratas na fase de diestro.

Diestro

Tratamentos Veic + Veic Veic+8-OH | MM 0,37 + | MM 0,74 + | MM 0,37 + MM 0,74 +

(n=12) (n=8) Veic Veic 8-OH 8-OH

(n=7) (n=8) (n=8) (n=8)

Ingestao agua (mL) 075025 | 039011 |0,70£026 |063+018 | 0,75+0,13 0,60 £ 0,21
2;;29(‘?‘;)’ Ingestao 33,65+ 14,08 | 16,04+7,76 | 34,42 +1894 | 2859+1021 | 2841+811 | 32,39+10,58
Laténcia Ingestdo Agua | 406,00  + | 34510  * | 486,82 + | 368,51 + | 1096,36  + | 61813  +
(s) 160,95 120,09 238,83 138,81 363,35 231,39
Frequencia Ingestao | 4 4 ¢ ¢ 13+0,3 1,9+0,6 23+0,6 1,5+0,4 14+05
Agua (episodios)

Os numeros entre parénteses representam o total de animais examinados em cada tratamento. Durante o tratamento todos os
animais exibiram atividade locomotora apds serem colocados na caixa experimental.
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Tabela 4: Duragdo dos comportamentos ndo ingestivos durante 1h ap6s o pré-tratamento da AHL com veiculo (&cido
ascorbico 5%) ou diferentes doses de MM-77 (0,37 ou 0,74 nmol) seguido 7 min ap6s pela injecdo de veiculo ou de
8-OH-DPAT (6 nmol) em ratas em fase de estro.

Estro
Tratamentos Veic + Veic Veic + 8-OH MM 0,37 + | MM 0,74 + | MM 0,37 + 8- | MM 0,74 + 8-
(n=11) (n=12) Veic Veic OH OH
(n=8) (n=7) (n=10) (n=8)
iﬁr?gsfoEXp'ora‘?ao 2719+476 | 3438+601 |2005+318 |1397+27 2480+3,16 | 2382+413
E;Ora@ao Exploragdo | g, g3 +| 102653 =+ | 947,55 + | 759,88 + | 949,67 + | 992,83 +
82,91 82,87 62,81 121,56 101,72 111,38
Locomotora
Duracéo Exploragdo | 239,28 + | 232,88 * | 365,26 + | 211,44 *
Vertical 40,01 41,46 66,87 50,64 341,78 £69,30 | 320,88 £ 49,62
Duragéo 440,66 + | 453,83 + | 400,17 + | 376,78 + 232,88 +
Autolimpeza 50,26 95,74 69,86 96,20 269,26 £45,52 | 46 o
Duracéo Locomocgédo | 291,14 + | 415,07 + | 598,44 + | 477,12 + | 599,93 + | 615,39 +
55,10 67,01 86,64* 82,04 79,52% 55,92%
Duracdo Imobilidade | 110557  + | 1212,85 % | 57551 + | 121370 =+ | 82113 + | 747,02 +
148,54 208,77 131,27 219,31 207,45 17175

Todos os dados séo expressos em segundos (média + erro padrdo da média). Os nimeros entre parénteses se referem ao total de
animais examinados em cada tratamento. Durante o tratamento todos os animais exibiram atividade locomotora imediatamente
apos serem colocados na caixa experimental. (*) p<0,05 quando comparado ao veiculo.
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Tabela 5: Duragdo dos comportamentos ndo ingestivos durante 1h apés o pré-tratamento da AHL com veiculo (&cido
ascorbico 5%) ou diferentes doses de MM-77 (0,37 ou 0,74 nmol) seguido 7 min ap6s pela injecdo de veiculo ou de
8-OH-DPAT (6 nmol) em ratas em fase de diestro.

Diestro
Tratamentos Veic + Veic Veic+8-OH | MM 0,37 + | MM 0,74 + | MM 0,37 + 8- | MM 0,74 + 8-
(n=12) (n=8) Veic Veic OH OH
(n=7) (n=8) (n=8) (n=8)
R:Jir?ggtooEXp'ora‘?ao 2972+559 | 1950+4,03 |2848+928 |30,75+738 | 2358+453 | 2515+422
Duracdo Exploragéo
~ 903,49 + | 995,40 + 464,37 +
néao 969,56 + 59,72 92.11 141,39 715,73 £53,79 76.21% 721,90 + 79,70
Locomotora
Duracéo Exploragao 371,03 * | 335,60 *
Vertical 200,25 + 19,37 61.39 7063 339,51 +67,32 | 177,35+ 45,97 | 319,14 + 90,56
Duracgéo 494,88 + | 341,21 +
Autolimpeza 317,94 + 26,57 55,20 42,01 425,94 +5295 | 169,10 +49,31 | 217,34 + 64,63
Duracéo Locomogéo 542,50 + | 641,84 * 733,84 +
466,51 +£70,31 57.01 101,49 456,13 £ 67,90 | 508,19 + 78,27 163.32
Duracdo Imobilidade | 1147,38 + | 931,92 + | 786,00 + | 1163,86 + | 1669,79 + | 938,36 +
127,55 202,37 166,79 146,08 241,81 219,13

Todos os dados séo expressos em segundos (média + erro padrdo da média). Os nimeros entre parénteses se referem ao total de
animais examinados em cada tratamento. Durante o tratamento todos os animais exibiram atividade locomotora imediatamente
apos serem colocados na caixa experimental. (*) p<0,05 quando comparado ao veiculo.



5 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo revelaram que a ingestdo de
alimentos diminuiu significativamente apds a injecdo de 8-OH-DPAT
na érea hipotalamica lateral (AHL) em cerca de 60% durante a fase de
estro e 49% durante o diestro. Este dado confirma a hipofagia induzida
pelo 8-OH-DPAT encontrada em estudo prévio de nosso laboratério
tanto para animais em estro quanto diestro (STEFFENS et al., 2008).
Além disso, o pré-tratamento da AHL com diferentes doses de MM-77
foi capaz de promover uma reversao do efeito hipofagico induzido pela
injecdo de 8-OH-DPAT.

A resposta na ingestio de alimento desencadeada pela
administragdo de 8-OH-DPAT (agonista de receptores 5-HT € 5-HT7)
nos animais difere de acordo com o estado nutricional. Um aumento na
ingestdo de alimento foi observado apds o tratamento sistémico com 8-
OH-DPAT, em animais saciados. Por outro lado, nos animais que foram
submetidos & restrigdo alimentar (modelo utilizado para incentivar o
consumo de alimento) hd uma reducdo da ingestdo de alimento apds
injecdo sistémica de 8-OH-DPAT (DOURISH et al, 1985; EBENEZER
et al, 1999; EBENEZER et al, 2001; EBENEZER, SURUJBALLY,
2007).

A hiperfagia desencadeada pela administragdo sistémica de 8-
OH-DPAT é atribuida a ativacdo de receptores 5-HT15 (autoreceptor
somatodendritico) encontrados no nicleo mediano da rafe (NMR) e
nucleo dorsal da rafe (NDR), sendo que esta ativacdo desencadeia uma
inibicdo da atividade neuronal serotoninérgica, provocando reducdo na
liberacdo de 5-HT em &reas do prosencéfalo. Este mecanismo proposto
sugere a presenca de um tdnus serotoninérgico inibitorio, exercido por
neurdnios localizados nos ndcleos da rafe sobre estruturas
prosencefélicas, relacionadas com o controle da ingestdo de alimento
(FLETCHER, COSCINA, 1993; CURRIE, COSCINA, 1996;
COSCINA et al., 2000). J& o envolvimento de receptores 5-HT 14 p0s-
sinpticos na regulacdo da ingestdo de alimento ainda é pouco claro.

Foram descritos dois mecanismos envolvidos na regulacdo da
ingestdo de alimentos por Blundell et al (1986): um que regula o
término da refeicdo por meio da plenitude gastrica e a reducdo do
tamanho das refei¢fes (saciagdo); e o segundo que controla o inicio do
consumo de alimento, definido por esse autor como estado de saciedade,
que seria o resultado de mecanismos que inibem o ato de comer,
determinando o intervalo entre as refeices (manutencdo). NO0sSso0S
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resultados apontam que a utilizacdo de 8-OH-DPAT na AHL, de modo
geral, mostrou aumentar a saciacdo das ratas em estro, por meio da
reducdo na duragdo do ato de comer, porém sem afetar a saciedade, uma
vez que ndo encontramos alteragfes significativas na laténcia para
iniciar o comportamento ingestivo.

No presente estudo, a injegdo de 8-OH-DPAT na AHL reduziu a
quantidade de alimento ingerido tanto na fase de estro quanto diestro das
ratas. Os comportamentos ndo ingestivos permaneceram inalterados
apos este tratamento na AHL, portanto, os efeitos hipofagicos
desencadeados pela administracdo de 8-OH-DPAT ndo podem ser
atribuidos as mudancas na atividade motora ou em outras categorias
comportamentais (ndo ingestivas).

O estudo de microdidlise realizado por Voigt et al. (2000),
descreve diferentes efeitos do 8-OH-DPAT na liberacdo de 5-HT na
AHL, dependendo do estado alimentar: ratos alimentados ad libitum e
mantidos com restricdo alimentar durante 2h antes do experimento,
apresentaram reducdo na liberacdo extracelular de 5-HT, apés a
administragdo periférica de 8-OH-DPAT. Quando o alimento estava
disponivel para ratos saciados durante a sessdo experimental, a resposta
alimentar desencadeada pela injecdo de 8-OH-DPAT induziu um
aumento na 5-HT extracelular quando comparado ao grupo com
restricdo alimentar. Por outro lado, 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 tiveram acesso ao
alimento, apés o tratamento com 8-OH-DPAT ocorreu uma redu¢éo na
ingestdo alimentar, a liberacdo de 5-HT extracelular permaneceu
inalterada nesta condicdo, o que poderia ser atribuido ao baixo consumo
de alimento observado neste experimento. Estes dados sugerem que
diferentes estagios comportamentais relacionados a ingestdo alimentar
influenciam na liberacéo de 5-HT na AHL (VOIGT et al, 2000).

Na AHL, imunoreatividade ao receptor 5-HT;, foi observada em
neurdnios que expressam peptideos orexigenos, como MCH e orexina
A. Além disso, foram observadas fibras neuronais contendo
transportador para a 5-HT proximas a corpos celulares contendo
receptores 5-HTy (COLLIN et al., 2002). Estes dados indicam que a
resposta hipoféagica induzida pelo tratamento com 8-OH-DPAT na AHL
poderia ser mediada pela diminuicdo na liberacdo de MCH e/ou da
orexina A. Porém, estudos posteriores envolvendo imunorreatividade se
fazem necessarios para confirmar esta suposi¢éo.
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Outro resultado que se pode observar é a grande quantidade de
alimento ingerido pelos animais neste estudo. H& duas explicagdes
principais para ingestdo excessiva de comida palatavel: o primeiro é a
ativacdo do sistema de recompensa, previamente mencionado no
capitulo ‘introducdo’ (ver figura 3); o segundo é o fendmeno de
resisténcia, isto é, uma habilidade comprometida de responder a
ingestdo de alimento com uma cascata de sinalizacdo que levaria a
saciedade (ERLANSON-ALBERTSSON, 2005). Sabe-se que a AHL
possui projecGes neuronais para 0S circuitos que governam 0S
mecanismos de recompensa relacionados a ingestdo de alimento
palatavel (KELLEY et al, 2005) e, portanto, a intensa ingestdo de
alimento observada na fase clara no presente trabalho poderia ser devido
a elevada palatabilidade da dieta para os animais.

A utilizacdo de doses de agonistas de receptores 5-HTa, que
normalmente aumentam o consumo de ragdo normal granulada em ratos
saciados, pode levar a uma reducdo na ingestdo de alimento em animais
habituados a ingerir alimento palatavel (SWIERGIEL, DUNN, 2000).
Concordando com estes resultados, o tratamento com 5-HT no PVN
diminui a ingestdo de carboidrato (MANCILLA-DIAZ et al., 2005;
LOPEZ-ALONSO et al, 2007), mas nao altera o consumo de proteina ou
de gordura. Este efeito inibitorio sobre o consumo de carboidratos é
blogueado pela administracdo de antagonistas de receptores 5-HT14 0Ou
5-HT5 (MANCILLA-DIAZ et al., 2005). Deste modo, estas
informacfes levam a acreditar que a ativacdo dos receptores 5-HTya,
encontrados no PVN (MANCILLA-DIAZ et al, 2005; LOPEZ-
ALONSO et al, 2007) e na AHL (STEFFENS et al, 2008), reduz o
consumo de carboidratos, confirmando que o efeito hipofagico mediado
pelo 8-OH-DPAT parece estar presente em ratos nestas condicoes
experimentais.

Embora varios estudos demonstrem uma reducdo na ingestdo de
alimentos durante a fase de estro relativo ao diestro em ratas com ciclo
estral normal (ECKEL, GEARY, 1999; ECKEL et al., 2000; GEARY,
2001; ECKEL, MOORE, 2004; ECKEL et al., 2005; ASARIAN,
GEARY, 2006), este efeito ndo foi observado neste estudo. A ingestéo
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 redu¢do na ingestdo de alimento
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durante a fase de estro foi observada em experimentos realizados
durante o inicio da fase escura do ciclo claro/escuro (ECKEL, GEARY,
1999; ECKEL et al., 2000; 2005; ASARIAN, GEARY, 2006) quando a
maioria do alimento diario é ingerida (LAVIANO et al., 1996).

A dose de 8-OH-DPAT (6 nmol/200 nl) aqui utilizada reduziu a
duracéo e frequéncia da ingestdo de alimento somente durante o estagio
de estro. Outra alteracdo observada foi que a frequéncia da ingestdo de
alimento no grupo controle do diestro foi significativamente menor
guando comparado ao grupo controle em estro. Estes resultados indicam
que o controle da ingestdo de alimento por receptores 5-HT;5 da AHL
poderia ser influenciado por horménios esterdides gonadais. O estradiol
parece ser o hormonio ovariano envolvido nas alteracbes de respostas
dos neurdnios 5-HT da AHL ao 8-OH-DPAT, uma vez que estudos
mostram que ndo ha influéncia significativa no comportamento
ingestivo de ratas ooforectomizadas quando progesterona é administrada
sozinha, exceto quando administrada em doses ndo fisiol6gicas
(BUTERA, 2010; HIRSCHBERG, 2012). Além disso, o tratamento com
E2 em ratas ooforectomizadas atenua a hiperfagia induzida por agonista
5-HT;a injetado subcutaneamente (UPHOUSE et al, 1991,
SALAMANCA, UPHOUSE, 1992).

De forma semelhante aos dados apresentados neste estudo,
Steffens et al (2008) mostraram que apos a inje¢do de 8-OH-DPAT na
AHL houve aumento da saciacdo por meio da reducdo do tempo
despendido para a ingestdo de alimentos nas ratas em estro, mas ndo
revelou diferencas significativas neste comportamento nos animais em
diestro e nem alteracdo no que se refere a laténcia. Como ja proposto em
estudos anteriores do nosso laboratério, utilizando mesmo protocolo
experimental do presente estudo, essa diferenca na atuagdo dos circuitos
serotoninérgicos em estro ou diestro poderia ser atribuida a influéncia
dos horménios ovarianos. Alguns estudos mostram que neurbnios
serotoninérgicos apresentam alteragdes decorrentes da acdo de
esterdides ovarianos (BETHEA et al, 1998). Ratas em fase de diestro
exibiram hiperfagia mais significativa apds a injecdo sistémica
(subcutanea) de 8-OH-DPAT do que em estro (UPHOUSE et al, 1991),
mostrando que a regulagdo do comportamento alimentar por circuitos
serotoninérgicos em ratas parece ser mediada por alterac@es fisiologicas
dos esterdides ovarianos que ocorrem durante o ciclo estral.

Durante a fase periovulatoria (proestro) hd uma maior liberacao
de estradiol, sendo que o pico é atingido de 6-12h antes da ovulacéo, e
no estro estes valores caem (BECKER et al, 2005). Entretanto, a
ativagdo de receptores de estrogénio estimula fatores de transcricao,
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resultando na persisténcia dos efeitos do E2 por 12 horas ou mais e,
portanto, a reducdo na ingestdo de alimento observada em estro €
causada por uma liberacdo prévia de E2 (BLAUSTEIN, WADE, 1976;
ASARIAN, GEARY, 2002; 2006). Além disso, demonstrou-se que
horménios ovarianos exercem efeitos fasicos e tonicos inibitérios no
consumo de alimento, ao reduzir a ingestdo de alimentos por meio do
tamanho da refeicdo (GEARY, 2001; ECKEL, GEARY, 1999; ECKEL,
MOORE, 2004), dados estes semelhantes aos obtidos neste estudo.

Porém, deve-se levar em consideracdo que neste trabalho a fase
de estro se refere a fase do ciclo ovariano definida pelo esfregago
vaginal, sendo que esta fase do ciclo foi definida na manh& seguinte
apos a ovulagdo noturna, e os experimentos foram realizados no mesmo
dia, o que correspondeu de 15 a 16h apds a ovulacédo. Este periodo pode
ndo ser completamente representativo de mudancas comportamentais
presentes em momentos iniciais dos comportamentos de fase de estro
(BECKER et al., 2005).

Um estudo realizado em fémeas adultas de macacos rhesus
(Macaca mulatta) mostrou que o numero de receptores 5-HT;n pos-
sinapticos do hipotdlamo (ndcleos paraventricular, periventricular,
dorsomedial, ventromedial) diminui ap6s tratamento com estrogénio ou
com estrogénio combinado com progesterona, porém permanece
inalterado quando utilizado a progesterona isoladamente (capsulas
implantadas na area periescapular) (LU, BETHEA, 2002). Tem sido
demonstrado que a progesterona aumenta ingestdo de alimento,
enquanto estrégeno diminui a ingestdo alimentar (ASARIAN, GEARY
2006). Adicionalmente, um regime ciclico de tratamento com estrogénio
em ratas ooforectomizadas aumenta o efeito anorético da fenfluramina
(estimula a liberagdo sinaptica de 5-HT e o bloqueio da recaptagéo de 5-
HT nos terminais pré-sinapticos) (RIVERA, ECKEL, 2005). A resposta
hiperfagica observada apds a ooforectomia é atribuida ao declinio dos
niveis circulantes de estradiol (ndo de progesterona), uma vez que
somente a reposicdo com estradiol é capaz de reverter a ingestdo de
alimento em ratas ooforectomizadas (GEARY, ASARIAN, 1999).

Estudos relataram que a anorexia induzida pelo tratamento com
fenfluramina é maior no estro que no diestro (ECKEL et al., 2005;
RIVERA, ECKEI, 2005). Ao contrario, a hiperfagia induzida por
tratamento com agonista 5-HT;4 é mais evidente em ratas na fase de
diestro que em proestro ou estro (UPHOUSE et al., 1991). Tendo em
vista estas evidéncias, pode-se sugerir que o E2 afeta diferentemente os
receptores pré-sinapticos (responsdveis por mediar a resposta
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hiperfagica) e pos-sindpticos (responsaveis por mediar a resposta
hipofagica).

Consequentemente, 0s baixos niveis de 5-HT no hipotalamo
durante a fase de estro, evidenciados por estudos de microdialise in vivo
(GUNDLAH et al., 1998), poderiam levar ao aumento na expressao de
receptores 5HT;a neste estagio do ciclo ovariano, assim aumentando o
padrdo de resposta dos neurdnios localizados na AHL ao 8-OH-DPAT.
Alternativamente, poderia ser possivel somente um aumento nos sitios
de ligagdo dos receptores 5-HT;4 (FLUGGE et al., 1999) na AHL sem
alterar a liberacdo 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.

Nossos dados sugerem que 0s horménios ester6ides ovarianos
poderiam aumentar a eficacia das influéncias sobre a saciacdo mediadas
por ativacdo de receptores pés-sinapticos 5-HTa localizados na AHL,
uma vez que a redugdo na duragdo do consumo alimentar foi observada
somente durante o estagio 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)
gue sustentam uma refeicdo (GEARY et al., 1994; ECKEL, MOORE,
2004; MESSINA et al., 2006; CLEGG et al., 2007). O efeito orexigeno
do MCH é mediado por um aumento seletivo do tamanho da refeicéo,
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, ECKEL, 2008).

Os dados deste estudo ndo permitem avaliar se a resposta
hipofagica mediada pela ativacdo de receptores 5-HT; localizados na
AHL é um resultado da mudanca na sensibilidade destes receptores
induzida pelo estr6geno ou, poderia ser atribuida aos efeitos do
estrogeno, aumentando a eficacia dos sinais neurais que induzem
saciacdo. Desta forma, estudos posteriores se fazem necessarios para
determinar com mais precisdo qual o possivel efeito dos hormdnios
ovarianos na atividade de receptores 5-HT4 envolvidos com a ingestdo
de alimento na AHL.

No que diz respeito a ingestdo de agua, um estudo realizado por
Shearman et al. (2003) mostrou que MCH influencia ingestdo de
alimentos sem afetar a ingestdo de &gua, enquanto que Clegg et al
(2003) demonstrou que inje¢des centrais de MCH no terceiro ventriculo
estimulou tanto ingestdo de &gua quanto de alimento, porém em estudos
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posteriores, quando o alimento ndo estava disponivel, 0 MCH foi capaz
de provocar comportamento dipsogénico independente da ingestdo de
alimento (CLEGG et al.,, 2003; MORENS et al., 2005). Os dados
apresentados aqui excluem uma participacdo dos receptores 5-HT;a dos
neurdnios da AHL no controle da ingestdo de agua; visto que ndo foram
encontradas alteracfes neste comportamento ap6s a administracdo de 8-
OH-DPAT ou MM-77 isolada ou concomitantemente.

A administracdo do antagonista de receptores 5-HTia
considerado pos-sinapticos, MM-77 (MOKROSZ et al, 1994; GRIEBEL
et al 2000; WESOLOWSKA et al, 2003) ndo provocou alteragdo no
comportamento ingestivo quando administrado isoladamente. Porém,
neste estudo, foram realizadas administracGes unilaterais de antagonista
e/ou agonista de receptor 5-HT 4 € isto poderia influenciar o efeito dos
antagonistas na ingestdo de alimento. Desta forma, estudos posteriores
com administracdes bilaterais de antagonistas se fazem necessarios para
confirmar se 0s mesmos possuem efeitos na ingestdo de alimentos
guando administrados isoladamente.

Por outro lado, quando administrado previamente ao tratamento
com 8-OH-DPAT, o MM-77 foi capaz de reverter a reducdo na ingestao
de alimento induzida pela administracdo de 8-OH-DPAT em ambas as
fases do ciclo estral. Como o MM-77 é considerado um potente e
seletivo antagonista de receptores 5-HT15 pés-sinaptico, 0s presentes
dados reforcam a nossa sugestdo de que receptores 5-HTia pOs-
sinapticos localizados na AHL participam de circuitos serotoninérgicos
envolvidos no controle da ingestdo alimentar. Além disso, a ativacdo de
receptores 5-HTyg ou 5-HT,c ha AHL ndo afeta a ingestdo alimentar
(HIKWI 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-HTa.

Quanto a alteracdo dos comportamentos nao ingestivos verificou-
se que a administracdo isolada de agonista (8-OH-DPAT) ou antagonista
(MM-77) serotoninérgico ndo afetou significativamente as duracGes dos
comportamentos ndo ingestivos nas duas fases do ciclo. Porém, nos
animais que foram pré-tratados com a maior dose de MM-77, e
posteriormente receberam injecdo de 8-OH-DPAT houve um aumento
na duracdo da locomocdo quando comparados ao controle, na fase de
estro. Além disso, os animais pré-tratados com a menor dose de MM-77
seguida de veiculo ou 8-OH-DPAT também apresentaram aumento na
duracgdo da locomocgdo quando comparados ao controle, na fase de estro.
Este aumento da atividade motora poderia afetar o comportamento
alimentar, porém o consumo de alimento nos animais pré-tratados com
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MM-77 que receberam injecdo de 8-OH-DPAT foi similar ao grupo
controle, indicando que a atenuacdo do efeito hipofagico induzido pelo
8-OH-DPAT poderia ser atribuido ao blogueio dos receptores 5HTa
promovido pelo MM-77. Outras alteracGes isoladas foram verificadas,
como a diminuicdo da autolimpeza nos animais pré-tratados com a
maior dose de MM-77 seguida da injecdo de 8-OH-DPAT em estro,
além da diminui¢do da exploracdo ndo locomotora nos animais tratados
com a menor dose de MM-77, seguida da administracdo de 8-OH-DPAT
em diestro. Porém, os mecanismos pelos quais estas alteragdes
acontecem ainda permanecem desconhecidos e requerem estudos mais
aprofundados.

As mudangas no comportamento ingestivo observadas no
presente estudo podem néo ser significativas no contexto da ingestdo de
alimento como um todo, sendo, porém, validas para situagdes quando
um regime de alimentacdo programado de uma dieta mais palatavel
esteja presente, pois os efeitos de agentes serotoninérgicos na ingestdo
de alimentos foram mostrados em diferentes modelos experimentais e na
dependéncia de inimeros fatores, incluindo a palatabilidade da dieta
(STALLONE, NICOLAIDIS, 1989; HALFORD, BLUNDELL, 1996),
0s 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 (EBENEZER et
al.,, 2001; EBENEZER, SURUJBALLY, 2007) e tendem a variar
conforme o modelo animal utilizado.

Diante das evidéncias anteriormente citadas sugere-se que 0
efeito hipofagico desencadeado pela administracdo local de 8-OH-
DPAT seja mediado por receptor 5-HTa pés-sindptico na AHL, uma
vez que a administragdo de MM-77 isoladamente ndo alterou a ingestao
de alimento, porém quando administrado previamente ao 8-OH-DPAT
foi capaz de reverter a hipofagia induzida pela utilizacdo deste agonista.
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6 CONCLUSOES

Os dados apresentados neste estudo apontam que a utilizacdo de
8-OH-DPAT na AHL mostrou aumentar a sacia¢do (reducdo da duracao
de ingestdo), porém sem afetar a saciedade (ndo alterou laténcia da
ingestdo) e que o padrdo de resposta dos neurdnios da AHL ao 8-OH-
DPAT sofre influéncia dos hormdnios esterdides gonadais.

As alteracBes nos comportamentos ndo ingestivos ndo foram
capaz de alterar o comportamento alimentar (consumo semelhante ao
controle nestes grupos), indicando que a reversdo do efeito hipofagico
induzido pelo 8-OH-DPAT poderia ser atribuido ao bloqueio dos
receptores 5-HT1A promovido pelo MM-77 (antagonista p6s-sinaptico),
sugerindo que o efeito hipofagico ocasionado pela injecdo de 8-OH-
DPAT na AHL seja mediado por uma ativacdo de receptores 5-HT1A
pos-sinapticos.
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