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RESUMO

O presente estudo investigou os efeitos do estradiol nos comportamentos
ingestivos ocasionados pela ativagdo dos receptores 5HTia noO
hipotdlamo lateral (HL) e nicleo arqueado (ARC) de ratas
ovariectomizadas. Todos os animais foram ovariectomizados e
posteriormente tratados com 6leo de milho (100pL/ rata; grupo controle)
(OVX) ou cipionato de estradiol (E2; 10mg/ kg peso corporal)
(OVX+E). Esses animais receberam injecGes locais no HL ou no ARC
de wveiculo ou agonista dos receptores 5-HTia [8-hidroxi-2-
dipropilaminotetralina (8-OHDPAT; na dose de 6 nmol)]. Com o
objetivo de verificar o envolvimento dos receptores 5-HT1a na ingestdo
alimentar, os animais foram pré-tratados com maleato de N-[2-[4-(2-
Methoxifenil)-1-piperazinal]etil]-N-2-piridinilciclohexanocarboxamida

(WAY100635 — antagonista seletivo dos receptores 5-HT1a; na dose
0,37 nmol) ou dihidrocloreto de  1-(2-metoxifenil)-4-(4-
succinimidobutil) piperazina (MM77- antagonista dos receptores 5-
HT1a, nas doses de 0,37 e 3,7 nmol) no HL, e com WAY100635 (0,37
nmol) no ARC, e estes pré-tratamentos foram seguidos de injecdes de 8-
OHDPAT ou veiculo. Os resultados mostraram que no HL, injecGes de
8-OHDPAT ocasionaram hiperfagia nos animais OVX, que foi
acompanhada por aumentos na duracdo e frequéncia deste
comportamento. O tratamento com estradiol (OVX+E) suprimiu esta
resposta hiperfagica e reduziu a duracdo e frequéncia deste
comportamento. A laténcia para iniciar a ingestdo nao foi alterada pelos
tratamentos com agonista e antagonistas tanto em OVX, como em
OVX+E. Tanto o pré-tratamento com WAY 10063, ou com MM 77 (em
ambas as doses) bloquearam os efeitos hiperfagicos provocados pelas
injecbes de 8-OHDPAT nos animais OVX. A duracdo dos
comportamentos ndo ingestivos (locomogdo, imobilidade, exploracdo
ndo locomotora, exploracdo vertical, autolimpeza e exploracdo de
alimento) ndo foram afetados pelos tratamentos tanto em OV X, como
em OVX+E. No ARC, as inje¢des de 8-OHDPAT ocasionaram
hipofagia apenas nos animais OVX+E. Esta hipofagia foi acompanhada
por reducdo na duracdo da ingestdo alimentar. Os animais OVX e
OVX+E ndo apresentaram alteragcGes na laténcia e na frequéncia da
ingestdo alimentar apés injecdes de 8-OHDPAT. O pré-tratamento com
WAY 100635 blogueou a hipofagia e a reducdo da duracdo da ingestdo
alimentar ocasionadas pelas inje¢des de 8-OHDPAT. Porém, ndo foram
observadas alteragdes na duracdo dos comportamentos néo ingestivos.



Tanto no HL, como no ARC, as injecGes de 8-OHDPAT néo afetaram o
consumo de &gua nos animais OVX e OVX+E, sugerindo que os
receptores 5-HT1a, provavelmente, ndo estdo envolvidos com o controle
da ingestdo de agua. Esses resultados sugerem que em ambos os nucleos
hipotaldmicos estudados (HL e ARC) a influéncia serotonérgica sobre a
ingestdo alimentar mediada pela ativacdo dos receptores 5-HTia € €
afetada pela concentracéo de estradiol. Os efeitos do estradiol sobre o
circuito serotonérgico do HL parecem ser tonicos, pois esta influéncia so
foi demonstrada na auséncia dos estrogenos. Entretanto, os efeitos do
estradiol sobre o circuito serotonérgico do ARC parecem ser fasicos,
pois na auséncia dos esteroides ovarianos ndo foram observadas
alteracBes na ingestdo alimentar apds ativacdo dos receptores 5-HTia,
indicando que as flutuacOes destes esteroides durante o ciclo estral,
possivelmente, afetam o circuito serotonérgico que participa do controle
da ingestdo alimentar no ARC.

Palavras-chaves: ingestdo alimentar, estradiol, receptores 5-HTia,
ARC, HL.



ABSTRACT

The present study descrives some of the effects of estradiol on the
ingestive behaviours occasioned by activation of 5SHT1a receptors in the
lateral hypothalamus (LH) and arcuate nucleus (ARC) of satiated female
rats. Ovariectomized rats treated with corn oil (100uL/ rat; control
group) (OVX) or estradiol cypionate (E2; 10mg/ kg body weight)
(OVX+E) received local injections of vehicle or agonist of 5-HT1a [8-
hydroxy-2-(di-n-propylamino)-tetralin (8-OHDPAT; at the dose of 6
nmol)] into the HL and the ARC. In order to investigate the involvement
of these receptors in food intake, the animals were pre-treated with N-
[2-[4-(2-methoxyphenyl)-1-piperazinyl]ethyl]-N-(2-pyridinyl)

cyclohexane carboxamide maleate (WAY100635 —5HT1a receptor full
antagonist; at the dose of 0.37 nmol) or 1-(2-Methoxyphenyl)-4-(4-
succinimidobutyl) piperazine dihydrochloride (MM77- 5-HT1a receptor
antagonist, at the dose of 0.37 and 3.7 nmol) in the LH. In the ARC the
animals were pretreated only with WAY100635. These pretreatments
were followed by injections of 8-OHDPAT or vehicle. The results
showed that injections of 8-OHDPAT into the LH of ovariectomized
(OVX) rats significantly increased food intake, including duration and
frequency of this behaviour. The replacement with estradiol (OVX+E)
suppressed this hyperphagic response as well as the increases in the
duration and frequency of this behaviour. The latency to start food
intake was not changed between different treatments OVX and OVX+E.
Pretreatement with WAY 10063 and MM 77 (0.37 and 3.7) blocked the
hyperphagic effects evoked by injections of 8-OHDPAT in OVX
animals. The duration of non ingestive behaviours (locomotion,
immobility, non locomotor exploration, rearing and grooming) were not
affected by the treatments in OV X and OVX+E. In the ARC, injections
of 8-OHDPAT evoked hypophagia only in OVX+E animals, and this
hypophagic response was accompanied by reduction in the duration of
food intake. In both, OVX and OVX+E, the latency and frequency of
the food intake were not changed by the treatment with 8-OHDPAT.
The pretreatment with WAY 100635 blocked the hypophagic response
and the reduction in the duration of this behaviour evoked by injections
of 8-OHDPAT. However, no changes were observed in the duration of
non ingestive behaviours. In both hypothalamic nucleus, ARC and LH,
the water intake also remained unchanged in OVX and OVX+E animals,
suggesting that the 5-HT1a receptors are not involved in the control of
water intake. These results indicate that in the LH and in the ARC, the



influence of serotonin on food intake, mediated by activation of 5-HT1a
receptors, is affected by estradiol levels. The effects of estradiol on the
serotonergic circuits of LH seem to be tonic, since this influence was
showed only in the absence of estrogens. However, the influence of
estradiol in the serotonergic circuit of ARC seems to be phasic, since in
the absence of ovarian steroids no changes were observed in food intake
after activation of 5-HTia receptors, indicating that these steroids
fluctuations during normal estrous cycle probably influence the
serotonergic system that controls food intake in the ARC.

Keywords: food intake, estradiol, 5-HT1a receptors, ARC, LH.
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1. INTRODUCAO

H& muitas décadas, varios grupos de pesquisa vém buscando
desvendar os mecanismos fisioldgicos envolvidos na regulacdo da
ingestdo alimentar. Muitos avancos ja foram obtidos, mas a cada
descoberta surgem novos questionamentos, demonstrando a
complexidade desta regulacdo. Alguns estudos ja& mostraram que 0s
mecanismos que controlam a ingestdo alimentar envolvem uma
complexa interagdo de sinais periféricos e sinais do Sistema Nervoso
Central (SNC) (KENNEDY, 1953; WOODS et al., 1998; SCHWARTZ
et al., 2000; MORAN e KINZIG, 2004; STRADER e WOODS, 2005).

Neste contexto, ja esta bem consolidado na literatura que o
estradiol participa do controle da ingestdo alimentar (DREWETT, 1973;
ASARIAN e GEARY, 2006; ECKEL, 2011), pois durante o periodo
periovulatério o aumento na concentracdo plasmatica do estradiol
provoca reducdo da ingestdo alimentar (GONG, GARREL e
CALLOWAY, 1989; LYONS et al., 1989) e, ao contrario, a
ovariectomina bilateral ocasiona hiperfagia (BLAUSTEIN e WADE,
1976), que pode ser revertida pela reposicdo com estradiol (ASARIAN e
GEARY, 2002). Além disso, o estradiol parece influenciar neurbnios
hipotalamicos que participam da regulacdo da ingestdo alimentar e,
desta maneira, poderia exercer seus efeitos hipofagicos (BONAVERA et
al.,, 1994; MESSINA et al., 2006; SANTOLLO, TORREGROSSA ¢
ECKEL, 2011)

Ainda, dados na literatura sugerem que o estradiol pode interagir
com os receptores serotonérgicos 5-HTia (JACKSON e UPHOUSE,
1998; OSTERLUND e HURD, 1998; RAAP et al., 2000; ROSSI et al.,
2010a; LI e MUMA, 2013). Estes receptores foram demonstrados em
neurdnios do ARC e do HL (COLLIN et al., 2002) que participam do
controle da ingestdo alimentar, sugerindo que as agdes do estradiol sobre
a ingestdo alimentar podem ser mediadas, pelo menos em parte, pela
interacdo com estes neurdnios que expressam o0s receptores 5-HTia
(MESSINA et al., 2006; SANTOLLO e ECKEL, 2008; SILVA et al.,
2010).

Desta forma, o desenvolvimento de novos estudos buscando
desvendar as reais influéncias dos estrogénios sobre a circuitaria
serotonérgica, que participa do controle da ingestdo alimentar, sdo
altamente relevantes para ampliar o conhecimento sobre os mecanismos
gue controlam a ingestao alimentar.
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1.1 Regulacéo central da ingestdo alimentar

1.1.1 Papel do hipotalamo

O hipotalamo recebe informacdes hormonais e neurais e responde
aos niveis plasmaticos de nutrientes e as informacdes dos estoques de
gordura. Em resposta a esses sinais, buscando manter a homeostase
energética, envia sinais neurais através de vias eferentes para outras
areas cerebrais gerando alteracBes autonémicas e comportamentais
(WOODS et al., 1998; BECKER, 2001; WOODS e D'ALESSIO, 2008;
HIRSCHBERG, 2012). Dentre os nucleos hipotalamicos o nicleo
arqueado (ARC) desenvolve um papel crucial na regulacdo da ingestao
alimentar. Este nicleo recebe sinais periféricos via tronco encefalico e
via barreira hematoencefalica (BROADWELL e BRIGHTMAN, 1976;
NONAKA et al.,, 2003; SMALL e BLOOM, 2004). Esses sinais
modulam a atividade de neurbnios presentes neste nucleo que irdo
projetar eferéncias para outros nicleos hipotalamicos como o nicleo
paraventricular (PVN), o hipotdlamo lateral (HL) e o nucleo
ventromedial (VMN), modulando a ingestdo alimentar e o balango
energético (SCHWARTZ et al., 2000; STANLEY et al., 2005;
BERTHOUD, 2007; VALASSI, SCACCHI e CAVAGNINI, 2008).

Hormdnios como a insulina (BANKS, 2004), leptina (BANKS et
al., 1996), grelina (WANG, SAINT-PIERRE e TACHE, 2002),
colecistocinina (CCK) (JOBST, ENRIORI e COWLEY, 2004),
oxintomodulina (OXM), entre outros (KASTIN, AKERSTROM e PAN,
2002; NONAKA et al., 2003), atravessam a barreira hematoencefalica
na eminéncia mediana chegando ao ARC. Também, pelo tronco
encefalico chegam ao ARC, principalmente, sinais oriundos do intestino
por intermédio do complexo vagal dorsal (ntcleo dorsal motor do vago,
area postrema e nulcleo do trato solitario — NTS) (SUZUKI,
JAYASENA e BLOOM, 2011)

No ARC existem duas popula¢fes neuronais que apresentam
acOes opostas no controle da ingestdo alimentar. Uma populacdo é
composta por neurbnios anorexigenos que expressam peptideos
relacionados com a inibigdo da ingestdo alimentar, co-expressando o
transcrito regulado pela cocaina e anfetamina (CART) e o horménio
estimulante do  a-melandcito  (a-MSH, derivado da  pro-
opiomelanocortina — POMC). O a-MSH é um agonista dos receptores
de melanocortina MC3-R e MC4-R, que quando administrado por via
intracerebroventricular (i.c.v.) em ratos ocasiona reducdo da ingestdo
alimentar (POGGIOLI, VERGONI e BERTOLINI, 1986), ja injecBes
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i.c.v. de antagonistas do MC4-R aumentam a ingestdo alimentar em
ratos (KASK et al., 1998; SKULADOTTIR et al., 1999). MutacGes ou
delecbes de MC4-R em camundongos e em humanos resultam no
desenvolvimento de fendtipo obeso, hiperfagico e hiperinsulinémico
(HUSZAR et al., 1997; VAISSE et al., 1998).

A outra popula¢do neuronal presente no ARC é composta por
neurbnios orexigenos, que expressam peptideos relacionados com o
aumento da ingestdo alimentar, como o neuropeptideo Y (NPY) e a
proteina relacionada ao gene agouti (AgRP) (CONE et al., 2001).
Interessantemente, quando os neurbnios NPY sdo ativados liberam
localmente o neurotransmissor inibitério acido gama-aminobutirico
(GABA), para inibir os neurdnios que expressam POMC. Também, este
grupo neuronal é considerado um dos principais alvos de hormonios que
regulam a ingestdo alimentar, como a insulina, leptina, grelina e CCK
(JOBST, ENRIORI e COWLEY, 2004).

Neurdnios que expressam NPY projetam-se do ARC para o PVN
(O'DONCHUE et al., 1985). Esta via ARC-PVN-neurbnios NPY &
ativada durante o jejum em resposta a sinais relacionados com redugdo
dos estoques corporais de gordura, ocasionando aumento da expressao
do gene NPY em neurdnios do ARC que acarreta aumento da libertacéo
de NPY no PVN, promovendo o0 aumento na ingestdo alimentar
(KALRA et al., 1991). Além disso, o PVN também recebe projecdes de
neurbnios anorexigenos do ARC que expressam POMC (KISS,
CASSELL e PALKOVITS, 1984). O PVN, por sua vez, possui
neurdnios que expressam o horménio liberador de corticotropina (CRH),
gue se projetam a eminéncia mediana (VANDESANDE, MEY e
DIERICKX, 1974; WHITNALL, 1993) e podem inibir os neurbnios que
expressam NPY no ARC, levando a reducdo na ingestdo alimentar.
Cowley et al. (1999) demonstraram que neurdnios presentes no PVN
sdo capazes de detectar e integrar sinais orexigenos e anorexigenos. Em
ratos, microinjecdes de NPY no PVN estimulam a ingestdo alimentar,
da mesma forma que injecBes i.c.v. de AgRP também estimulam a
ingestdo alimentar (STANLEY, 1993; ROSSI et al., 1998).

Outro nucleo hipotalamico que recebe aferéncias de neurdnios
NPY/AgRP e POMC do ARC é o nicleo ventromedial do hipotalamo
(VMN) (HEIDEL, PLAGEMANN e DAVIDOWA, 1999). Esse nucleo
apresenta conexdes diretas com o PVN, o HL e com o nucleo
dorsomedial (DMN) (BERNARDIS, 1975). O VMN apresenta grande
expressdo de fator neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF), que
também participa da regulagdo da ingestdo alimentar, pois camundongos
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com expressao reduzida de receptor para BDNF apresentam hiperfagia e
aumento do peso corporal (RIOS et al., 2001; XU et al., 2003).

Ainda, estudos imunohistoquimicos mostraram a presenca de
projecdes de neurbnios NPY, AgRP, e POMC oriundos do ARC, em
terminacdes neuronais no HL que estdo em contato com neurbnios que
expressam o hormdnio concentrador de melanina (MCH) e orexina
(BROBERGER et al., 1998; ELIAS et al., 1998; HORVATH, DIANO e
VAN DEN POL, 1999; MARSH et al., 2002). A administracdo i.c.v. em
ratos de MCH aumenta a ingestdo alimentar (QU et al., 1996, ROSSI,
CHOI, O’SHEA, et al.,, 1997) e o tratamento com antagonista do
receptor MCH-1 provoca inibicdo da ingestdo alimentar induzida pela
administragdo central de MCH (BOROWSKY et al., 2002). Em
camundongos, a delecdo do gene MCH provoca redugdo na ingestéo
alimentar, no peso corporal, na concentracdo plasmatica de leptina e
reducdo na expressdao de NPY no ARC (SHIMADA et al.,, 1998;
MARSH et al., 2002).

Além dos neurdnios que expressam MCH, o HL também possui
populacdes neuronais que expressam orexinas (A e B) (DE LECEA et
al., 1998; SAKURAI et al., 1998). Estes neurdnios projetam uma ampla
rede de eferéncias no SNC, com destaque para 0 ARC, PVN e NTS (DE
LECEA et al.,, 1998; PEYRON et al., 1998). Estudo realizado por
Haynes et al. (1999) demonstrou que injecBes i.c.v. de orexina A
ocasionam hiperfagia em ratos.

Alguns trabalhos também sugerem que o HL também esteja
relacionado com comportamentos motivacionais e de recompensa e, que
estes comportamentos seriam resultado da ativacdo de neur6nios
presentes neste nlcleo que se projetam para o sistema dopaminérgico
mesolimbico (PHILLIPSON, 1979; GEISLER e ZAHM, 2005).
Maldonado-Irizarry et al. (1995) sugeriram a existéncia de uma relagéo
funcional entre o ndcleo accumbens shell (AcbSh) e o LH, pois 0 AchSh
envia projecbes GABAGérgicas para 0 HL e acredita-se que existam
conexdes reciprocas entre estes dois ndcleos que afetam a palatibilidade
dos alimentos e a motivacdo por alimentos (para uma revisdo, KELLEY,
2004).

1.1.2 Envolvimento de circuitos serotonérgicos

J4 est4 bem consolidado na literatura que a 5-hidroxitriptamina
(5-HT, serotonina) exerce efeitos inibitorios sobre a ingestdo alimentar
(BLUNDELL, 1984; 1986; DOURISH, HUTSON e CURZON, 1985;
MONTGOMERY, FLETCHER e BURTON, 1986; CURRIE e
COSCINA, 1993). Varios trabalhos tém sugerido que estes efeitos
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anorexigenos da 5-HT estéo associados com sua capacidade de interagir
com o sistema melanocortina. Este sistema € composto por neur6nios
gue expressam POMC e que ap6s clivagem originam a-MSH que, por
sua vez, ativa os receptores MC4R que séo expressos em uma populacéo
neuronal secundaria localizada no PVN e no HL (GARFIELD et al.,
2009). A inativacdo genética dos receptores MC4R ocasiona hiperfagia
e aumento do peso corporal (COLL et al., 2006). Além disso, farmacos
como a fluoxetina, sertralina e outros inibidores seletivos da recaptacéo
de 5-HT, demonstraram-se como potenciais redutores da ingestdo
alimentar (POLLOCK e ROWLAND, 1981; WONG, REID e
THRELKELD, 1988; SIMANSKY e VAIDYA, 1990).

A populacdo neuronal serotonérgica em nucleos hipotaldmicos
que participam do controle da ingestdo alimentar, como o ARC, PVN e
HL, emerge de proje¢des serotonérgicas dos nucleos mediano (NMR) e
dorsal da rafe (NDR) (SAWCHENKO et al., 1983; WILLOUGHBY e
BLESSING, 1987; PETROV, KRUKOFF e JHAMANDAS, 1992), e 0
efeito hipofagico da 5-HT e de seus agonistas parece ser mediado por
diversos subtipos de receptores pds-sinapticos localizados nos circuitos
hipotalamicos (BOVETTO e RICHARD, 1995).

Até o momento foram descritas sete classes de receptores da 5-
HT, classificados como 5- HT1(1A, 1B, 1C, 1E, 1F), 5-HT2(2A, 2B,
2C), 5-HT3, 5-HT4, 5-HT5(5A, 5B), 5-HT6 e 5-HT7. Todos esses
receptores pertencem a classe de receptores acoplados a proteina G, com
exce¢do do receptor 5-HT3 que esta ligado a um canal idnico (HOYER
et al., 1994; BARNES e SHARP, 1999). Dentre estes sub-tipos, ganham
destaque no controle da ingestdo alimentar os receptores 5-HTia, 5-
HTig e 5-HT,c. Indmeros estudos em ratos e em camundongos
demonstram que a ativacéo dos receptores 5-HT1g e 5-HT,c reduzem a
ingestdo alimentar (HALFORD e BLUNDELL, 1996; DE VRY e
SCHREIBER, 2000; HEWITT et al., 2002; DALTON et al., 2006).

Heisler et al. (2006) sugerem que a hipofagia ocasionada pela
ativacdo dos receptores 5-HTig possa ser explicada pelo fato que
neurdnios AgRP no ARC expressam estes receptores, e quando eles sdo
ativados inibem a expressdo deste neuropeptideo orexigeno, suprimindo
a inibicdo GABAGérgica sobre os neurénios POMC, reduzindo a ingestéo
alimentar. Ao contrario, os receptores 5-HT.c S0 expressos nos
neurbnios anorexigenicos (POMC) do ARC e a ativagdo destes
receptores ativa estes neurdnios promovendo a redugdo da ingestdo
alimentar.

Porém, os efeitos da ativacdo dos receptores 5-HTia sobre a
ingestdo de alimento sdo um pouco mais complexos. Em mamiferos
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estes receptores foram subdividos em dois grupos: pré-sinapticos
(também chamados de autoreceptores somatodendriticos) e pos-
sindpticos. Os autoreceptores somatodendriticos estdo localizados nos
dendritos e corpo celular de neurbnios serotonérgicos localizados nos
nucleos da rafe, principalmente no NDR e NMR (CHALMERS e
WATSON, 1991; KIA et al., 1996; ADELL et al., 2002), onde operam
como sensores e respondem diminuindo a liberagdo de 5-HT e o disparo
das células serotonérgicas quando a concentra¢do de 5-HT no espaco
extracelular torna-se excessiva (ADELL e ARTIGAS, 1998; ADELL et
al., 2002). Os receptores pos-sinapticos estdo presentes em varias areas
cerebrais como: hipocampo, cértex entorrinal e frontal, septum lateral,
amigdala (HJORTH e SHARP, 1991; BARNES e SHARP, 1999) e em
varios nicleos hipotalamicos como ARC, HL, PVN, VMN (COLLIN et
al., 2002).

O emprego de agonistas do receptor 5-HT1a, como 0 8-OHDPAT
pode ocasionar hipo ou hiperfagia. Em animais machos saciados a
administracdo deste agonista provoca hiperfagia (DOURISH, HUTSON
e CURZON, 1985, 1988; CURRIE e COSCINA, 1993; COSCINA et
al., 2000; EBENEZER e SURUJBALLY, 2007) e em animais privados
de alimentos promove hipofagia (EBENEZER, PARROTT e
VELLUCCI, 1999; ARKLE e EBENEZER, 2000; EBENEZER,
VELLUCCI e PARROTT, 2001; EBENEZER e TITE, 2003;
EBENEZER, ARKLE e TITE, 2007; LOPEZ-ALONSO et al., 2007).
No Quadro 1 estdo os resultados de importantes trabalhos que
demonstraram os efeitos do agonista dos receptores 5-HT1a sobre a
ingestdo alimentar, especificando as vias de administracdo, os animais e
os efeitos causados por injecoes de 8-OHDPAT.
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Quadro 1. Efeitos da ativacdo de receptores 5-HT1A sobre o consumo
alimentar.

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

Ratos/1ip/saciados Dourish et al.. 1985
Ratos/sc/saciados Gulbert e Dourish, 1987
Ratos/sc/saciados Dourish et al.. 1988

5-HT;4 Aumento
Ratos/NDR/NMR/saciados Cure e Coscina, 1993
Ratos/pBLA/saciados Coscina et al_, 2000
Ratos/pBLA/saciados Parker e Coseina, 2001
Camundongo/se/saciados Ebenezer e Surujbally, 2007
Porcos/iv/jejum Ebenezer et al., 1999
Ratos/sc/jejum Arkle e Ebenezer, 2000
Porcos/iv/jejum Ebenezer et al., 2001

5-HT;y Redugdo
Ratos/1p/jejum Ebenezer e Tite, 2003
Ratos/sc/jejum Ebenezer etal., 2007
Ratos/PVN/jejum Loépez-Alonso et al., 2007

Abreviagdes: ip = administragdes intraperitoniais, sc = administracdes

subcuténeas, NDR = nlcleo dorsal da rafe, NMR = nlcleo mediano da rafe,
pBLA= amigdala basolateral e PVN = nlcleo paraventricular do hipotalamo.
Adaptado de Steffens et al, 2009.

Collin et al. (2002) demonstraram imunorreatividade para
receptores 5-HT1a Nno ARC, em neur6nios orexigenos (NPY e AgRP) e
anorexigenos (POMC). No HL, estes pesquisadores mostraram
imunorreatividade para este receptor em neurdnios orexigenos, que
expressam MCH e orexina. Estes dados sugerem que os receptores 5-
HT1a podem integrar o circuito serotonérgico que controla a ingestdo
alimentar nestes neurdnios localizados no ARC e no HL.
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1.2 Sinais periféricos no controle da ingestéo alimentar

1.2.1 Papel dos horménios: CCK, grelina, leptina e insulina

Como citado anteriormente, varios horménios produzidos
perifericamente participam do controle da ingestdo alimentar. Quando o
duodeno detecta a presenca de lipideos ou proteinas no quimo ocorre a
secrecdo de CCK que, via receptores CCK-1 no nervo vago, envia sinais
a neurdnios do NTS influenciando o tamanho da refeicdo. A
administragdo em humanos de agonista dos receptores CCK-1 reduz a
ingestdo alimentar, e a administracdo de um antagonista destes
receptores aumenta a ingestdo alimentar (LIEVERSE et al., 1994;
BEGLINGER et al., 2001)

Outro horménio que apresenta grande participacdo na regulagéo
da ingestdo alimentar é a grelina. Este horménio produzido no estémago
é conhecido por estimular a ingestdo alimentar, apresentando picos na
concentracdo plasmética durante o jejum (CUMMINGS et al., 2001).
Em ratos, administragdes centrais e periféricas aumentam a ingestao
alimentar e o peso corporal (OKADA et al., 1996), além de induzir a
expressdo de c-fos nos neurdnios orexigenos NPY do ARC (DICKSON
e LUCKMAN, 1997). A grelina exerce seus efeitos orexigenos através
de sua acdo direta no ARC, ligando-se aos receptores presentes nos
neurénios NPY, ou pode também sinalizar seus efeitos via nervo vago
para o NTS (DATE et al., 2002).

Também, sinais representativos da massa de gordura corporal,
como a leptina e insulina, chamados de sinais de adiposidade, possuem
grande participagdo no controle da ingestdo alimentar. A leptina €
produzida principalmente nos adipécitos e seus receptores (LepRb) sdo
altamente expressos em diferentes nicleos hipotalamicos e outras
regibes do SNC envolvidas na homeostase energética (ELMQUIST et
al., 1998). No ARC, os LepRb estdo presentes nos neurdnios que
expressam neuropeptidios anorexigenos e orexigenos (ELIAS et al.,
1999; COWLEY et al, 2001). Quando a leptina liga-se a estes
receptores estimula a transcricgdo do neuropeptideo POMC, a
despolarizagdo dos neurénios POMC, aumenta o processamento e
secrecdo de a-MSH (COWLEY et al., 2001; STUART et al., 2004),
além de atenuar a expressdo e liberacdo de NPY e AgRP (MIZUNO e
MOBBS, 1999).

Assim como a leptina, a insulina também pode agir como um
sinal anorético no SNC. Estudos mostram que administragfes i.c.v. ou
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intrahipotaldmicas de insulina reduzem a ingestdo alimentar em ratos e
primatas (AIR et al., 2002). Além disso, os receptores da insulina
também sdo expressos nos neurdnios AgRP e POMC do ARC (BENOIT
et al., 2002) e a ligagdo da insulina a estes receptores provoca redugdo
na expressdo de NPY e aumento nos niveis de POMC no ARC, ou seja,
exercendo efeitos anorexigenos (SCHWARTZ et al., 1992; BENOIT et
al., 2002).

Como mostra a Figura 1 varios outros peptideos também séo
sugeridos participar da regulacdo alimentar, como o peptideo
semelhante ao glucagom (GLP-1), o peptideo YY (PYY), glucagon,
amilina, oxintomodulina, horménio liberador de corticotropina (CRH), o
horménio liberador de tireotropina (TRH), entre outros (para revisdo
BOGUSZEWSKI e VAN DER LELY, 2014).

Respostas- - @l

Comportamentais9] e
Respostas* 4
- I ettt e e creeseatnanies

Autondémicas9] N CRH

, i s PoMeH
I H TRH H :  Orexins | Tronco9
Respostas- % * i — “| Encefélicoq
Endécrinas® ! S |
+ NPY pomc [N /

AgRP CART 4

Ingestdof] QGasto-energético] "-.,‘_‘,“__u,g,,‘:.@,wm_www! /'“

Balanco-Energéticoq] / / Obestatinaf

CCKY
/ PPy \
“d Enterostatina® PYYY
GLP-19
Leptina9 Gluca'gonﬂ b
Nutrientesq] Adipocitocinast Insulinaq] =~
Amilina®
t ¢ .
| ‘ Incretinasq]
LKA Lo ~
- 0 3 )y y r
Figadof] Tecido-Adiposof] Pancreasf] TGIq

L I i L

Figura 1. Mecanismos envolvidos no controle do balanco energético.

O balanco entre a ingestdo alimentar e 0 gasto energético é regulado pelo SNC,
que integra informagbes oriundas do meio externo e interno, como sinais
periféricos (nutrientes e hormonios) do figado, tecido adiposo, pancreas e trato
gastrointestinal (TGI). Estes sinais sdo enviados as duas populagdes neuronais
do ARC: NPY/AgRP (neurbnios orexigenos) e POMC/CART (neurdnios
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anorexigenos). Do ARC partem circuitos neuronais para outros nucleos
hipotalamicos, como o HL e NPV, estimulando ou inibindo vias anabdlicas ou
catabdlicas. Sinais periféricos podem também atingir o SNC por ligagdo a
receptores especificos localizados em neurdnios aferentes vagais e tronco
cerebral. Analises cerebrais destas informagfes resultam em respostas
comportamentais, autonémicas e enddcrinas para manter o balango energético.
NPY, neuropeptidio Y, AgRP, proteina relacionada ao gene agouti, POMC, pré-
opiomelanocortina, CART, transcrito regulado pela cocaina e anfetamina, PP,
polipeptidio pancreatico, CCK, colecistocinina, PPY, peptideo YY, GLP-1,
peptideo semelhante ao glucagom, OXM, oxintomodulina, CRH, horménio
liberador de corticotropina, TRH, hormdnio liberador de tireotropina, MCH,
horménio concentrador de melanina, SNC, sistema nervoso central, GIT, trato
gastrointestinal, ARC, nlcleo arqueado, HL, hipotdlamo lateral, PVN, nucleo
paraventricular. Adaptado de Boguszewski e Van Der Lely, 2014.

1.2.2 Papel dos Hormdnios ovarianos

Acrescentando complexidade ao controle da ingestdo alimentar,
alguns estudos sugerem que as alteracOes fisiol6gicas na concentracdo
dos horménios ovarianos, que ocorrem durante o ciclo estral em ratas,
parecem influenciar os circuitos serotonérgicos que controlam a
ingestdo alimentar (BUFFENSTEIN et al., 1995; DYE e BLUNDELL,
1997; STEFFENS et al,. 2008, 2010).

Em ratas os ciclos ovarianos sdo de 4-5 dias, e apresentam quatro
fases: proestro, estro, metaestro e diestro. Estas fases podem ser
determinadas por esfregacos vaginais, que permitem a visualizacdo dos
tipos celulares e determinacdo da fase estral (EVANS e LONG, 1922;
MARCONDES, BIANCHI e TANNO, 2002). Durante a fase proestro,
qguando ocorre o pico de liberacdo de estradiol, ocorre reducdo na
ingestdo alimentar didria (GONG, GARREL ¢ CALLOWAY, 1989;
LYONS et al., 1989; ECKEL, HOUPT e GEARY, 2000; ASARIAN e
GEARY, 2006). Na verdade os niveis de estradiol comecam a aumentar
em metaestro, atingindo o pico durante proestro e retornando aos valores
basais em estro. Porém, os efeitos fisiol6gicos deste pico de estradiol em
proestro perduram por mais ou menos 12 horas, fazendo com que as
alteracBes na ingestdo alimentar, ocasionadas por este pico de estradiol,
ainda sejam observadas na fase estro.

A ovariectomia bilateral em ratas provoca aumento na ingestdo
alimentar diaria, na adiposidade e promove ganho de peso corporal
(WADE, 1975; BLAUSTEIN e WADE, 1976; VARMA et al., 1999).
Estas alteragBes podem ser revertidas pela reposicdo somente com
estradiol (GEARY e ASARIAN, 1999, ASARIAN e GEARY, 2002). A
reposicdo em um regime fisiolégico com progesterona sozinha nao é
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capaz de atenuar a hiperfagia induzida pela ovariectomia, e também nédo
altera a hipofagia ocasionada pela reposicao do estradiol nas ratas OVX
(GRAY e WADE, 1981; VARMA et al., 1999).

Assim, diante da reducdo da ingestdo alimentar durante
proestro/estro e do aumento na ingestdo apos ovariectomia, foi sugerido
que o estradiol exerce efeitos inibitorios fasicos e tbnicos sobre a
ingestdo alimentar. O controle fasico estaria correlacionado com
flutuagdes na concentracdo plasmatica de estradiol durante o ciclo estral,
e o efeito tbnico com o aumento na ingestdo alimentar diaria,
evidenciado pela ovariectomia, que excede o consumo diério quando
comparado a ratas intactas ciclando normalmente, mesmo na fase
diestro (WADE, 1975; BLAUSTEIN e WADE, 1976; VARMA et al.,
1999).

Muitos trabalhos tém sugerido que as a¢des do estradiol sobre a
ingestdo alimentar possam ser consequéncia de suas influéncias sobre
neurdnios hipotaldmicos que participam do controle da ingestdo
(BONAVERA et al, 1994; MESSINA et al., 2006; ACOSTA-
MARTINEZ, HORTON e LEVINE, 2007). Bonavera et al. (1994)
demonstraram que o tratamento de animais ovariectomizados com
estradiol diminui os niveis hipotalamicos de NPY no PVN. Outro estudo
mostrou que a deficiéncia de estradiol leva a um aumento na expressdo
de NPY no ARC (AKABAYASHI et al., 1994). Além disso, foi
sugerido que a redugdo na ingestdo alimentar durante proestro poderia
ser mediada por uma reducdo na sinalizagdo do MCH no HL
(HERVIEU et al., 2000; MESSINA et al., 2006).

Ainda, acredita-se que o estradiol potencialize os efeitos
inibitorios da leptina sobre a ingestdo alimentar (CLEGG et al., 2006),
pois quando os niveis de estrogénios estdo baixos, a sensibilidade
central a leptina é reduzida, como ocorre nos animais ovariectomizados
(AINSLIE et al., 2001), porém quando estes niveis aumentam a
sensibilidade a leptina também ¢é aumentada (CLEGG et al., 2003). Esta
hipo6tese de que o estradiol potencializa os efeitos da leptina é reforcada
pelo fato de que a expressao de receptores da leptina (OB-Rb) estarem
co-localizados com receptores de estrogenos o (ERa) no ARC
(MERCER et al., 1996; DIANO, KALRA e HORVATH, 1998). Além
disso, 0s estrdgenos também aumentam a poténcia dos sinais de
saciedade induzidos pela CCK, fazendo com que a duracdo da ingestéo
seja reduzida, ou seja, antecipando o final da refeicdo. Na verdade, os
estrogenos aumentam a sensibilidade dos receptores vagais CCK-A, sem
alterar a secrecdo e o numero de receptores deste horménio (LINDEN et
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al.,, 1990; BUTERA, BRADWAY e CATALDO, 1993; GEARY,
SMITH e CORP, 1996; GEARY e ASARIAN, 1999).

Até meados da década de 90, acreditava-se existir apenas um
subtipo de ER (ERa) presente exclusivamente no nucleo das células,
através do qual os estrogenos exerciam suas acdes (O’LONE et al.,
2004; HELDRING et al., 2007). Posteriormente, foi descoberto outro
subtipo, o ERB (KUIPER et al., 1996; KUIPER e GUSTAFSSON,
1997). Estes dois tipos de ER séo expressos em algumas areas cerebrais
envolvidas com a regulacdo da ingestdo alimentar, como o NTS, HL,
ARC entre outros (SHUGHRUE, LANE e MERCHENTHALER, 1997).
Mais recentemente, foram identificados ERs associados & membrana,
como o receptor estrogénico acoplado a proteina Gs (GPER-1, chamado
inicialmente de GRP30) e o receptor estrogénico acoplado a proteina Gq
(Gg-mER) (REVANKAR et al., 2005; THOMAS et al., 2005). GPER-1
ativa sinalizacdo intracelular através da estimulagdo da adenilil ciclase
(SRIVASTAVA e EVANS, 2013) e, assim como 0s ERa e ERp,
também séo expressos em dareas cerebrais envolvidas com o controle da
ingestdo alimentar (BRAILOIU et al., 2007; SPARY et al., 2013). Os
Gg-mERs parecem ativar vias de sinalizacdo intracelulares envolvendo
a proteina cinase C (PKC) e proteina cinase A (PKA), que atenuam a
ativacdo de canais i6nicos ligados a proteinas G (GIRK) em receptores
GABAGz receptores (QIU et al., 2006) e, consequentemente, atenuam a
inibicdo sobre os neurbnios POMC. As expressdes dos diferentes tipos
de ERs em algumas areas cerebrais, que estdo envolvidas com a
ingestdo alimentar, podem ser observadas na Figura 2.
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Figura 2. Selecdo de algumas estruturas cerebrais que expressam subtipos de ER
e estdo envolvidas com os efeitos dos estrégenos sobre os comportamentos
ingestivos. “A” expressdo de RNAm de subtipos de ER em cada éarea do
encéfalo de rato é indicada pela cor da estrutura. SFO expressa somente ERa
(azul), DR expressa somente ERB (vermelho), MnPO, OVLT, mPOA, LH e
ARC expressam ambos ERa e ERp (pUrpura). ERB e GPER-1 sd0 expressos no
PVN e SON (laranja). ERa, ERB e GPER-1 sdo expressos no NTS (verde).
Legenda: SFO = 6rgdo subfornical; MnPO = ndcleo pré-6ptico medial; OVLT =
6rgdo vasculoso da lamina terminal; mPOA = &rea pré-Optica medial; LH =
hipotalamo lateral; ARC = nicleo arqueado; PVN = nlcleo paraventricular,
SON = nucleo supra-6ptico; NTS = ndcleo do trato solitario, DR = nucleo
dorsal da raphe. Adaptado de Santollo e Daniels, 2015.

Alguns estudos sugerem que a ativagdo dos receptores ERa seja
necessaria para os efeitos anorexigenos do estradiol em ratas (HEINE et
al., 2000; ROESCH, 2006; SANTOLLO, WILEY e ECKEL, 2007).
Porém, outros trabalhos sugeriram a participacdo de ERP intermediando
os efeitos anorexigenos do estradiol (LIANG et al., 2002; GONZALES,
TETEL e WAGNER, 2008). Estes dados claramente demonstram a
necessidade de novos estudos buscando esclarecer as reais participacoes,
exclusivas ou ndo, dos diferentes tipos de ER na regulacdo da ingestdo
alimentar. Um fato que chama a atenco € que receptores Gg-mER sé&o
expressos na membrana celular de neurénios POMC, dopaminérgicos e
GABAérgicos no ARC (QIU et al., 2006; ROEPKE, RONNEKLEIV e
KELLY, 2011) demonstrando que, provavelmente, estes receptores
também devam estar relacionados com o controle da ingestéo alimentar.

Além disso, foi sugerido que o estradiol pode regular a
sinalizacdo serotonérgica através dos receptores 5-HT1a (JACKSON e
UPHOUSE, 1998; OSTERLUND e HURD, 1998; RAAP et al., 2000;
LU e BETHEA, 2002; ROSSI et al., 2010a; LI et al.,, 2013; LI e
MUMA, 2013). Essa hipotese é sustentada pelo fato de ter sido
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verificado imunorreatividade destes receptores em neurbnios que
expressam NPY e POMC no ARC e, em neurdnios que expressam MCH
e orexina no HL (COLLIN et al., 2002), ou seja, em duas areas
hipotalamicas envolvidas com o controle da ingestdo alimentar onde ha
presenca de receptores ERa, ERf} e Gg-mER. Refor¢ando todas estas
evidéncias, varios grupos de pesquisa tém mostrado que o estradiol
exerce suas agoes, sobre a ingestdo alimentar, por meio de alteracfes
nesses  neuropeptideos  hipotaldmicos presentes nestas  areas
(MUSCHAMP e HULL, 2007; MALYALA et al., 2008; TITOLO et al.,
2008; SILVA et al., 2010; SMITH et al., 2013).

A ativacdo dos receptores 5-HT1a inibe a ativacdo intracelular da
adenilil ciclase através de acdes em proteinas Gi/o reduzindo a atividade
neuronal serotonérgica (HANNON e HOYER, 2008). Raap et al.
(2000), demonstraram que os estrégenos induzem reducdo nos niveis
hipotaldmicos das proteinas Gz, Gil e Gi3 e, portanto, este poderia ser
um dos mecanismos pelos quais o estradiol induziria dessensibilizagdo
dos receptores 5-HT1a. Foi sugerido também, que o estradiol poderia
potencializar a sumoilagdo (modificacdo translacional do receptor,
SUMO1-5HT;a-receptor) causada pela estimulacdo aguda do agonista
8-OHDPAT no hipotadlamo de ratos. A sumoilacdo desses receptores
induzida pelo agonista poderia contribuir para dessensibilizacdo dos
receptores 5-HT1a, mediada pela internalizacdo deste receptor. Além
disso, a interacdo de proteinas SUMOL com receptores 5HT1a induz
reducdo da afinidade do receptor 5-HT1a pelo agonista 8-OHDPAT (LI
e MUMA, 2013). Portanto, é possivel que a dessensibilizacdo dos
receptores 5-HT1a induzida pelo estradiol reduza a resposta hiperfagica
ocasionada pela ativacao sistémica desses receptores.

Como injecGes sistémicas do agonista dos receptores 5-HTa (8-
OHDPAT) provocam uma resposta hiperfagica nos animais
ovariectomizados que é revertida pelo tratamento com estradiol
(SALAMANCA e UPHOUSE, 1992) e, como em animais intactos a
administragdo s.c. deste agonista produz uma hiperfagia mais
pronunciada na fase diestro (UPHOUSE, SALAMANCA e
CALDAROLA-PASTUSZKA, 1991), pode ser sugerido que o0s
receptores 5-HTia facam parte dos circuitos serotonérgicos que
controlam a ingestdo alimentar, e que o estradiol, pelo menos em parte,
exercga suas agdes neste circuito através da interacdo com os receptores
5-HTia.

Buscando verificar os efeitos da ativacdo dos receptores 5-HT1a
do ARC e no HL sobre a ingestéo de alimento, assim como, a presenca
de uma possivel influéncia das variagcdes ciclicas dos horménios
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ovarianos sobre esses receptores serotoninérgicos, estudos conduzidos
no laboratério de Controle da Ingestdo Alimentar e do Metabolismo
Energético, coordenado pela professora Dra Marta Aparecida
Paschoalini, demonstraram que injecfes do agonista dos receptores 5-
HT:1a (8-OHDPAT) no ARC provocam hipofagia e redugdo da duragdo
da ingestdo somente durante a fase estro, sugerindo que os horménios
ovarianos podem afetar a influéncia de mecanismos serotonérgicos
sobre 0s neurbnios peptidérgicos do ARC que participam da regulacéao
da ingestdo alimentar. Todavia, injecbes de 8-OHDPAT no HL
ocasionaram reducdo da ingestdo alimentar em ambas as fases do ciclo
estral (diestro e estro), porem neste ndcleo foi observada redugdo na
duracdo da ingestdo alimentar somente na fase estro (STEFFENS et al.,
2008). Desta forma, a sugestio de que hormdnios ovarianos
influenciariam a sensibilidade de receptores serotonérgicos no HL foi
evidenciada apenas pela reducdo na duragdo da ingestdo alimentar em
estro. Mas, experimentos subsequentes mostraram que a hipofagia
induzida pelo 8-OHDPAT foi acompanhada por reducdo na duracéo da
ingestdo em ambas as fases do ciclo estral (STEFFENS et al., 2010).
Sendo assim, dando continuidade a esta linha de pesquisa que
investiga o controle da ingestdo alimentar e metabolismo energético,
esta tese de doutorado prop6s-se: 1) consolidar a influéncia dos niveis
plasmaticos de estrogénios sobre o controle exercido pela serotonina nos
neurdnios peptidérgicos do ARC; e 2) determinar se as flutuacdes
plasmaticas dos estrogénios afetam a resposta ingestiva induzida pela
administragdo de 8-OHDPAT no HL. Para isso, 0s experimentos foram
realizados em ratas castradas com ou sem a reposi¢cdo com estradiol e
posteriormente tratadas com 8-OHDPAT ARC ou no HL.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

O presente trabalho teve dois objetivos principais: 1) determinar
se no HL o estradiol influencia os circuitos serotonérgicos que
participam do controle da ingestdo alimentar; e 2) consolidar a
influéncia das flutuacGes estrogénicas sobre o circuito serotonérgico que
participa do controle da ingestao alimentar no ARC.

2.2. Objetivos Especificos

4 Avaliar os efeitos da reposicdo com estradiol sobre a resposta
ingestiva obtida ap6s injecBes de 8-hidroxi-2-(di-n-propilamino)
tetralina (8-OHDPAT, agonista de receptores 5-HT14) no HL e ARC em
ratas OVX e OVX+E;

v Avaliar os efeitos da reposi¢do com estradiol sobre as respostas
ingestivas obtidas apds o pré-tratamento do HL com os antagonistas dos
receptores 5-HTia: maleato de N-[2-[4-(2-metoxifenil)-1-piperazinil]
etil]-N-(2-piridinil) ciclohexano carboxamida (WAY100635) e 1-(2-
metoxifenil)-4-(4-succinimidobutil) piperazina) (MM77) em ratas OVX
e OVX+E;

v Avaliar os efeitos da reposicdo com estradiol sobre as respostas
ingestivas obtidas apds o pré-tratamento do ARC com 0 antagonista dos
receptores 5-HTia: maleato de N-[2-[4-(2-metoxifenil)-1-piperazinil]
etil]-N-(2-piridinil) ciclohexano carboxamida (WAY100635) em ratas
OVX e OVX+E;

v Avaliar os efeitos do estradiol, apds injecBes de agonista e
antagonistas no LH e ARC, sobre a ingestdo de agua (quantidade
ingerida, duracdo da ingestdo e laténcia para iniciar a resposta de
consumo), bem como nas dura¢fes dos comportamentos ndo ingestivos
(exploracéo vertical, autolimpeza, locomocdo, imobilidade, exploracéo
ndo locomotora, exploragdo de alimento).



42



43

3. MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA-UFSC),
protocolo de pesquisa nimero 00755/CEUA. (ANEXO 1)

Todos os procedimentos experimentais foram realizados em
acordo com os principios éticos de experimentacdo animal, postulados
pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal.

3.1 Animais

Foram utilizadas ratas Wistar (Rattus norvegicus), peso corporal
entre 200 e 250g, provenientes do Biotério Central da Universidade
Federal de Santa Catarina, adaptadas durante sete dias as condigdes
ambientais do biotério setorial, com temperatura controlada entre 21+ 2°
C, e um ciclo claro-escuro de 12 horas (luz das 7:00 — 19:00 horas).
Foram mantidos cinco animais por caixas de polipropileno (49 X 34 X
16 cm) forradas com maravalha, dispondo de &gua e racdo granulada
(CR-1, Nuvilab -Nuvital Nutrientes, Brasil) ad libitum. Durante este
periodo os animais foram manipulados somente durante a limpeza das
caixas, a cada dois dias, e mantidos sobre condi¢des padrdes.

3.2 Solucg0es e doses administradas
Para realizacdo dos experimentos foram empregadas as seguintes
solucdes:
v" Solucéo Salina 0,9% (sal)
v’ Acido Ascorbico pH=7,0 (4c asc)
v/ 8-hidroxi-2-dipropilaminotetralina (8-OHDPAT): agonista de
receptores 5-HT1a € 5-HT7, na dose de 6 nmol.
v' 1-(2-metoxifenil)-4-(4-succinimidobutil) piperazina (MM 77):
antagonista dos receptores 5HT14, nas doses de 0,37 e 3,7 nmol.
v'Maleato de N-[2-[4-(2-Methoxifenil)-1-piperazinal]etil]-N-2-
piridinilciclohexanocarbo-xamida (WAY 100635): antagonista
seletivo de receptor 5-HT1a na dose de 0,37 nmol
As doses empregadas estdo embasadas em estudos empregando
injecbes locais de 8-OHDPAT (STEFFENS et al., 2008, 2010), de
MM77 (WESOLOWSKA, PALUCHOWSKA e CHOJNACKA-
WOIJCIK, 2003) e WAY 100635 (SOARES e ZANGROSSI JR, 2004).
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3.3 Procedimentos experimentais

3.3.1 Determinacéo do ciclo estral e Ovariectomia

Os animais tiveram seus ciclos estrais monitorados através do
esfregaco vaginal, coletado diariamente das 8-9h da manha, durante sete
dias apds sua chegada do Biotério Central. Com auxilio de uma pipeta
de plastico foi inserido no intréito vaginal de cada rata 10 pL de solucéo
salina (NaCl 0,9%). O fluido wvaginal obtido foi analisado ao
microscopio Optico, com lentes objetivas de 10 e 40x e a fase estral
determinada (LONG e EVANS, 1922; MANDL, 1951). Apenas as ratas
gue apresentaram ciclos estrais regulares, durante este periodo foram
ovariectomizadas. Para realizar a ovariectomia estes animais foram
anestesiadas com xilazina e cetamina (13mg/ Kg de xilazina, 87 mg/ Kg
cetamina, i.p. - Laboratorio Konig, S.A.), apos foi realizada tricotomia
no dorso do animal, seguido de assepsia local com alcool iodado e
posterior incisdo longitudinal, seguida de pequenas incisdes na
musculatura dorsal, lateralmente. Com o auxilio de uma pinca, os
ovarios foram identificados e removidos. Apds este procedimento, a
musculatura foi aproximada com fio categute simples 4-0, e a pele
suturada com fio de nylon 3-0. Todo o material utilizado para o
procedimento cirdrgico era submetido & esterilizacdo. Ao término do
procedimento cirlirgico, 0s animais retornavam ao biotério.

3.3.2 Cirurgia estereotaxica

Decorridos sete dias da ovariectomia, foram implantadas as
canulas-guia. Inicialmente os animais foram adaptados ao aparelho
estereotaxico (Insight, modelo Insight Instruments, Ribeirdo Preto, SP,
BRA) tendo a cabeca fixada por intermédio de barras posicionadas nos
condutos auditivos e incisivos superiores. Apo6s, foi realizada assepsia
com alcool iodado, e incisdo longitudinal de aproximadamente 1cm foi
realizada no escalpo com auxilio de bisturi. Entdo, foi marcada a
posicdo para a perfuracdo e implantagdo da canula-guia, de acordo com
as coordenadas descritas por Paxinos e Watson (2007). Para o ARC:
plano frontal (posterior a bregma) -3,6mm, plano sagital (lateral a sutura
sagital) 0,2 mm e plano horizontal (abaixo da calota craniana) -7,8 mm.
Para o HL: plano frontal (posterior a bregma) -3,6 mm, plano sagital
(lateral a sutura sagital) 1,5 mm e plano horizontal (abaixo da calota
craniana) -7,2 mm. A ponta da cénula foi posicionada 2 mm acima do
ARC ou do HL, na posicdo previamente determinada, e para isto, foi
realizado um orificio na calota craniana com aproximadamente 1mm de



45

diametro, por intermédio de uma broca esférica de uso odontoldgico. Na
sequéncia a canula-guia® foi introduzida e ancorada na calota craniana,
juntamente com dois parafusos inoxidaveis de joalheiro, implantados
contra lateralmente e fixados com acrilico. A cada canula-guia foi
ajustado um mandril de ago inoxidavel para evitar obstrucdo. Ao
término do procedimento cirdrgico, animais retornaram ao biotério
setorial, onde foram mantidos, individualmente, em caixas de
polipropileno. Apés um periodo de recuperacdo de sete dias, foram
iniciados procedimentos experimentais.

3.3.3 Tratamento com Estradiol

Os animais foram tratados com dleo de milho (grupo controle,
100 pL/ animal) ou com cipionato de estradiol (10ug/ kg de peso
corporal), por via subcuténea, durante os trés dias que antecederam a
realizacdo dos experimentos, sempre no mesmo horério (14:00 — 15:00
horas). A dose de estradiol empregada foi baseada no fato de que esta
dose provoca os efeitos fasicos e tonicos do estradiol sobre o tamanho
da refeicdo (GEARY e ASARIAN, 1999). A reposicdo apenas com
estradiol, sem progesterona, foi embasada em estudos demonstrando que
0 emprego do estradiol sozinho reverte a hiperfagia induzida pela
ovariectomia (GEARY e ASARIAN, 1999; ASARIAN e GEARY,
2002).

3.3.4 Dissecacao e pesagem de Uteros

Decorridos 14 dias da realizagdo da ovariectomia, as ratas OVX e
OVX+E (tratadas durante trés dias com estradiol) foram anestesiadas e
tiveram seus Uteros dissecados. As ratas intactas tiveram seus ciclos
estrais monitorados e apenas as que estavam na fase estro e diestro
foram selecionadas para dissecacdo dos Uteros. Depois de dissecados 0s
Uteros foram pesados para posterior analise.

3.3.5 Injecdes Intracerebrais

As injecOes intracerebrais das drogas e de veiculo foram
realizadas por meio de uma agulha injetora (0,3 mm de didametro -
agulha gengival 30G - Injecta Produtos Odontoldgicos, Brasil), que foi
introduzida na cénula-guia conectada por um tubo de polietileno (PE10)
a uma microseringa de Hamilton (capacidade de 1uL). A agulha injetora
excedeu o tamanho da cénula-guia em 2 mm. Com o objetivo de

1 As canulas-guias (0,6mm de didmetro externo e 18mm de comprimento)
foram confeccionadas a partir de agulhas injetoras hipodérmicas de 23G.
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minimizar variagdes na pressdo intracerebral, as solugdes foram
administradas no periodo de 1 min, sendo o volume injetado sempre de
0,2 uL para qualquer uma das condicdes de tratamento.

3.4 Realizacéo dos procedimentos experimentais

Sete dias apdés a implantagdo das cénulas-guia 0s animais
passaram pelo processo de habituagdo a caixa de registro
comportamental, local onde foram registrados os comportamentos no
dia do experimento. Durante trés dias consecutivos, pelo periodo de 1h/
dia (09:00 as 14:00) os animais foram colocados dentro da caixa de
registro comportamental contendo em seu interior um recipiente de
vidro (Placa de Petri, de 5 cm de diametro) com 20g de racdo
enriquecida com sacarose 10% (FLETCHER, 1988) e uma garrafa de
vidro contendo 100 mL de &gua. Esta ambientagdo dos animais a caixa
de registro comportamental tem como objetivo minimizar as possiveis
interferéncias nos comportamentos pela exposi¢do a um novo ambiente
e, também, expor os animais a dieta enriquecida com sacarose. Ao
término do procedimento os animais retornavam ao biotério tendo
acesso livre a racdo comercial e agua. Estes trés dias consecutivos que
antecediam o experimento coincidiam com o tratamento com estradiol
(10ug/ kg de peso corporal) ou 6leo de milho (0,1 mL/ animal).

No dia seguinte ao término do periodo de habituacdo, iniciavam
as injecdes intracerebrais.

3.4.1HL
Os animais OV X e OVX+E receberam injecGes de:
1. Veiculo (ac asc), apds 7 min, veiculo (ac asc)
2. Veiculo (ac asc), ap6s 7 min, 8-OHDPAT 6 nmol
3. MMT77 0,37 nmol, apds 7 min, veiculo (&c asc)
4.  MMT77 0,37 nmol, ap6s 7 min, 8-OHDPAT 6 nmol.
5. MM77 3,7 nmol, apds 7 min, veiculo (ac asc)
6. MM77 3,7 nmmol, apds 7 min, 8-OHDPAT 6 nmol.
7. Veiculo (sal), ap6s 7minutos, veiculo (sal).
8. Veiculo (sal), ap6s 7 min, 8-OHDPAT 6 nmol.
9.  WAY 100635 0,37 nmol, apds 7 minutos, veiculo (sal).
10. WAY 100635 0,37 nmol, ap6s 7 minutos, 8-OHDPAT 6 nmol.
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3.4.2 ARC

Os animais OV X e OVX+E receberam injecOes de:

1. Veiculo (sal), apés 7minutos, veiculo (sal)

2. Veiculo (sal), apés 7 min, 8-OHDPAT 6 nmol.

3. WAY 100635 0,37 nmol, ap6s 7 minutos, veiculo (sal).

4. WAY 100635 0,37 nmol, apds 7 minutos, 8-OHDPAT 6 nmol.

Imediatamente apos as inje¢des no LH ou ARC, os animais foram

colocados na caixa de registro comportamental por um periodo de 1h,
onde ocorreu o registro dos comportamentos ingestivos e ndo ingestivos.
Ao término deste periodo, a racdo restante na caixa foi recolhida e
pesada, sendo o consumo de alimento avaliado pela diferenga entre a
guantidade de racdo inicial e final. Da mesma forma, o consumo de agua
foi avaliado pela diferenca entre o volume final menos o inicial. Os
comportamentos, durante o experimento, foram categorizados de acordo
com Halfort et al. (1998). Todos 0s experimentos foram realizados entre
as 09h00 e 14h00.

3.5 Caixa de registro comportamental

A caixa de registro comportamental era constituida de vidro
transparente de 4 mm de espessura, possuindo as medidas de
comprimento e de largura similares aos da caixa de hospedagem (49 X
34 cm), porém, tendo a medida de altura maior (40 cm) para evitar
possiveis fugas. O chdo da caixa e as trés paredes laterais eram cobertas
com plastico adesivo preto. Uma parede lateral da caixa era mantida
com vidro transparente onde estd colocado um espelho em uma
angulagdo que ndo permite ao animal visualizar sua imagem refletida
durante o experimento, mas que possibilita ao experimentador a
visualizacdo lateral dos seus comportamentos e o registro digitalizado
dos mesmos. (Figura 3)
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Figura 3. Caixa de registro dos comportamentos ingestivos e ndo-ingestivos.

3.6 Categorias comportamentais registradas

Os registros digitalizados foram analisados com o auxilio do
software Etholog 2.25 (OTTONI, 2000). As variaveis avaliadas foram:
laténcia (tempo, em segundos, para realizar pela primeira vez uma
resposta comportamental) e duragdo (tempo, em segundos, de execugdo
de determinado comportamento) dos seguintes comportamentos:
v Ingestdo do Alimento (comer): quando o animal se aproximava
do comedouro, e efetivamente ingeria alimento sélido, com
comportamentos caracteristicos de degluticao;
v Ingestdo de Agua (beber): quando o animal se aproximava do
bebedouro e lambia diretamente sua ponta;
v Exploracdo do alimento: quando o animal cheirava ou
manipulava a ragéo, sem realizar o ato de ingerir;
v Exploracdo ndo locomotora: quando o animal explorava
ativamente o ambiente com a cabega, seja cheirando o ar ou chdo, sem
tirar as quatro patas do local onde se encontrava;
v Exploracdo vertical: quando o animal explorava o ambiente
apoiado somente nas patas traseiras, estando as patas dianteiras livres e
nao apoiadas no fundo da caixa (ereto);
v Manutencdo (auto limpeza): quando o animal apresentava
comportamentos tipicos de auto limpeza, como: limpar a cabeca com as
patas, limpar as unhas, cogar 0 corpo ou genitais, morder o corpo;
v Locomocdo: quando o animal estava deambulando pela caixa, ou
realizando movimentos circulares que envolviam as quatro patas, sem
apresentar qualquer outro comportamento j& citado.
v Imobilidade: quando o animal permanecia imével, sem apresentar
qualquer outro comportamento ja citado.
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v A frequéncia foi avaliada apenas para a ingestdo alimentar,
representando o numero de vezes, durante 60 minutos, em que o animal
ingeriu o alimento.

3.7 Histologia

Ao final dos experimentos, os animais foram anestesiados e
perfundidos transcardialmente com salina 0,9 %, seguida de formalina
10 %. Os encéfalos dissecados permaneceram imersos em formol 10 %,
por um periodo sete dias. Apds, passaram por banhos de sacarose e,
entdo, foram seccionados em fatias de 50 um de espessura, no criostato
da marca Leica, modelo CM 1850 UV a uma temperatura de - 20°. Os
cortes foram montados em I&minas gelatinizadas e permaneceram
secando cerca de uma semana. As laminas contendo os cortes foram
coradas pelo método de Nissl e, permaneceram secando pelo mesmo
periodo de tempo antes de serem analisadas ao microscopio. A
reproducdo gréfica dos cortes e dos sitios de injecdo analisados ao
microscopio foi realizada a partir do Atlas do encéfalo do rato de
Paxinos e Watson (2007).
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4. ANALISE DOS DADOS

Os dados foram analisados através dos softwares Statistica 8.0
(Statsoft) e GraphPad Prism (GraphPad), empregando analise de
variancia (ANOVA) de duas vias usando como fator 1 os diferentes
tratamentos ( veiculo, 8-OHDPAT; MM77; WAY 100635) e como fator
2 a reposicdo com dleo ou estradiol (OVX; OVX+E). Para analise dos
pesos uterinos foi empregado andlise de variancia (ANOVA) de uma
via. Todos estes testes foram seguidos, quando apropriados, por teste
post-hoc de Newman-Keuls. Somente valores de probabilidade (p)
menores do que 5% foram considerados significantes.
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5. RESULTADOS

5.1 Reposicdo com estradiol

Os resultados mostraram que existem diferengas significantes
entre 0s pesos dos Uteros dissecados (Fz20 = 186,3; p < 0.0001), sendo
que as ratas OVX apresentaram pesos uterinos que foram
significativamente menor em comparacéo as ratas OVX+E e intactas na
fase estro. Porém, os pesos uterinos das ratas OVX ndo apresentaram
diferencas significantes em relacdo as ratas intactas em diestro. As ratas
OVX+E apresentaram pesos uterinos semelhantes as ratas intactas em
estro. (Figura 4)
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Figura 4. Peso dos Uteros dissecados de ratas nas fases estro e diestro, e ratas
ovariectomizadas (OVX) e ovariectomizadas tratadas com E2 (OVX+E). Peso
dos Uteros é expresso em gramas (g). Todos os dados sdo expressos como a
média £ S.E.M. (*) p< 0,05 diferenca significante de ratas em diestro em
relagdo as ratas em estro e OVX+E. (#) p< 0,05 diferenca significante de ratas
OVX em relagdo as ratas em estro e OVX+E, e n=6 em cada grupo.
Abreviagdes: OVX = ratas ovariectomizadas tratadas com 6leo; OVX+E = ratas
ovariectomizadas tratadas com estradiol.
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5.2 Inje¢des no Hipotalamo Lateral

5.2.1 MicroinjecGes

A Figura 5 mostra seccBes coronais com a posi¢do das
microinjecBes no HL. Analises histoldgicas indicaram que um total 238
animais que passaram pelo protocolo experimental, 157 apresentaram
injecbes corretamente posicionadas no HL, sendo 80 OVX e 77
OVX+E. As microinjecdes ocorreram as  distancias  de
aproximadamente: -3,5 (17 microinjecdes — 6 OVX e 11 OVX+E), -3,60
(44 micro injecdes, 26 OVX e 17 OVX+E), -3,7 (16 microinjecdes, 9
OVX e 7 OVX+E), -3,9 (17 microinjecdes, 6 OVX e 12 OVX+E), -4,0
(21 microinjecbes, 9 OVX e 11 OVX+E) e -4,1 (42 microinje¢des, 24
OVX e 19 OVX+E) milimetros do bregma.
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Figura 5. Diagramas representativos de cortes coronais e das microinjecdes no
HL. “A” é a fotomicrografia de um corte coronal mostrando o local de uma
microinje¢do no HL. “B a G” sdo representacdes esquematicas dos locais das
microinje¢des segundo PAXINOS e WATSON (2007), onde o representa
microinjecdes em OVX, e Ml em OVX+E. Barra de Escala: 600pum.
Abreviagdes: OVX = ratas ovariectomizadas tratadas com éleo; OVX+E = ratas
ovariectomizadas tratadas com estradiol; PLH = hipotdlamo lateral; 3V=
Terceiro ventriculo; mt = trato mamilotalamico; f = fornix; cp = pedlnculo
cerebral; Al1= nicleo subparafascicular magnocelular do tdlamo , PH= nucleo
hipotalamico posterior, PeFLH=parte perifornical do hipotalamo lateral,
Te=ndcleo hipotalamico terete, mTU= nucleo tuberal medial, ArMP= ntcleo
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arqueado, parte posterior medial, InFs= haste infundibular, DMV= nicleo
dorsomedial, parte ventral, ArcLP= nlcleo arqueado, parte lateroposterior,
DM= n(cleo dorsomedial , DTM= ntcleo tuberomamilar dorsal, VTM= nlcleo
tuberomamilar ventral, ns= feixe nigroestriatal , mFb= feixe medial
prosencefalico , PSTh= nicleo parasubtalamico.

5.2.2 Comportamentos ingestivos

5.2.2.1 InjecBes de 8-OHDPAT e pré-tratamento com antagonista
MM77

Injecdes de 8-OHDPAT no HL ocasionaram hiperfagia apenas
nos animais OVX. O pré-tratamento com as duas doses do antagonista
MM77 (0,37 e 3,7 nmol) bloguearam esta hiperfagia induzida pelas
injecBes do agonista nos animais OVX. ANOVA de duas vias mostrou
gue a ingestdo foi afetada pelos tratamentos [Fs, ss = 3,04; p = 0,01], pela
reposicdo com E2 [F1, 84 = 6,30; p = 0,01] e houve interacdo entre eles
[Fs, 84 = 3,29; p = 0,009]. (Figura 6A)

A Figura 6B demonstra que os animais OVX e OVX+E, ndo
apresentaram alteracOes na laténcia para iniciar a ingestdo de alimento.
A laténcia ndo foi afetada pelas injecBes de agonista e antagonistas [Fs,
ga = 0,91; p = 0,47], pela reposi¢do com estradiol [F1, 4= 0,08; p = 0,76]
e nem pela interacdo entre eles [Fs, 82 = 2,13; p = 0,07].

A resposta hiperfagica, ocasionada pelas injecdes de 8-OHDPAT
no HL, foi acompanhada por aumento na duragdo e frequéncia da
ingestdo alimentar nos animais OVX. Nos animais OVX+E a duragéo e
a frequéncia ndo demonstraram alteracfes significantes. O pré-
tratamento com ambas as doses de MM77 (0,37 e 3,7 nmol) bloquearam
0 aumento na duracdo e frequéncia nos animais OVX. ANOVA de duas
vias mostrou que a duragdo foi afetada pelos tratamentos [Fs, s2 = 2,55; p
= 0,03], pela reposicdo com E2 [F1, 82 = 4,09; p = 0,04] e pela interacdo
entre eles [Fs, g4 = 3,03; p = 0,01]. Igualmente, a frequéncia também foi
afetada pelos tratamentos [Fs, g2 = 2,43; p = 0,04], pela reposi¢do com
E2 [F1, 84 = 9,24; p = 0,003] e pela interacdo entre eles [Fs s = 3,61; p =
0,005]. (Figura 6C e 6D).
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Figura 6. Efeitos da reposi¢do com estradiol sobre a ingestdo alimentar apGs
injecBes de 8-OHDPAT no hipotalamo lateral (HL) em ratas pré-tratadas com
MM77 (0,37 e 3,7 nmol). “A” ingestdo de ragdo palatavel, expressa em gramas
por 100 gramas de peso corporal (g/ 100 g de peso corporal); “B” laténcia para
iniciar a ingestdo, expressa em segundos (s); “C” duragdo da ingestao, expressa
em segundos (s) e “D” frequéncia da ingestdo, expressa como o nimero de
vezes que o animal realizou a ingestdo durante o periodo de 1 hora. Todos os
dados sdo expressos como média + S.E.M. e n = 8 animais por grupo. (*)
Diferenca significante entre os grupos foi p< 0.05. Abreviagdes: Vei = veiculo
(salina); MMO0,37 = MM77 0,37 nmol; MM3,7 = MM77 3,7 nmol; 80H = 8-
OHDPAT 6nmol; OVX = ratas ovariectomizadas; OVX+E = ratas
ovariectomizadas tratadas com E2.

5.2.2.2 InjecBes de 8-OHDPAT e pré-tratamento com antagonista
seletivo WAY 100635

Como demonstrado no item 5.2.2.1, injecbes do agonista 8-
OHDPAT no HL de animais OVX provocaram hiperfagia somente nos
animais OVX. Assim como o pré-tratamento com MM77, o pré-
tratamento com o antagonista seletivo WAY100635 atenuou esta
resposta hiperfagica. ANOVA de duas vias mostrou que a ingestdo foi
afetada pelos tratamentos [Fs, 56 = 3,33; p = 0,02], pela reposi¢do com




58

E2 [Fy, 56 = 4,06; p = 0,04] e houve interacdo entre os tratamentos [Fs, s6
=6,08; p =0,001]. (Figura 7A)

A laténcia para iniciar a ingestdo nao foi alterada pelas injecdes
de 8-OHDPAT nos animais OVX e OVX+E, e o pré-tratamento com
WAY100635 também ndo alterou este comportamento. Os tratamentos
[F3,56 = 0,98; p = 0,40], a reposi¢do com E2 [F1,56 = 0,31; p=0,57],e a
interacdo entre eles [Fs 56 = 0,81; p = 0,49] ndo ocasionaram alteracdes
significantes na laténcia. (Figura 7B)

Como demonstrado na Figura 7C e 7D, a resposta hiperfagica
provocada pelas inje¢des de 8-OHDPAT no HL foi acompanhada por
aumentos na dura¢do e na frequéncia da ingestdo alimentar somente nos
animais OVX. O pré-tratamento com WAY100635 bloqueou estes
aumentos na duragdo e frequéncia. A duragdo da ingestdo foi afetada
pelos tratamentos [Fs, 56 = 0,81; p = 0,49], pela reposicdo com E2 [F, 56
= 4,06; p = 0,04] e pela interacdo entre os tratamentos [F1, 56 = 4,06; p =
0,04]. Similarmente, a frequéncia foi afetada pelos tratamentos [F1, s6 =
4,06; p = 0,04], pela reposicdo com E2 [Fy, s6 = 6,92; p = 0,01] e pela
interacdo entre eles [F3 56 = 3,45; p = 0,02].
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Figura 7. Efeitos da reposicdo com estradiol sobre a ingestdo alimentar apds
injecdes 8-OHDPAT no hipotalamo lateral (LH) em ratas pré-tratadas com
WAY100635. “A” ingestdo de ragdo palatavel, expressa em gramas por 100
gramas de peso corporal (g/ 100 g de peso corporal); “B” laténcia para iniciar a
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ingestdo, expressa em segundos (s); “C” duracdo da ingestdo, expressa em
segundos (s) e “D” frequéncia da ingestdo, expressa como 0 nimero de vezes
que o animal realizou a ingestdo durante o periodo de 1 hora. Todos os dados
sdo expressos como média + S.E.M. de 7 a 8 animais por grupo. (*) Diferenca
significante entre os grupos foi p< 0,05. Abreviagdes: Vei = veiculo (salina);
WAY =WAY100635 0,37 nmol; 80OH = 8-OHDPAT 6nmol; OVX = ratas
ovariectomizadas tratadas com 6leo; OVX+E = ratas ovariectomizadas tratadas
com E2.

5.2.3 Comportamentos ndo ingestivos

5.2.3.1. InjecBes de 8-OHDPAT e o pré-tratamento com MM77 (nas
doses 0,37 e 3,7 nmol )

A duracdo dos comportamentos ndo ingestivos: locomocao,
imobilidade, exploragdo ndo locomotora, autolimpeza, exploragdo
vertical e exploracdo de alimento ndo sofreram alteragBes apds injecdes
do agonista 8-OHDPAT e do antagonista MM77 em ambas as doses
(0,37 nmol e 3,7 nmol) tanto em OVX, como em OVX+E, como
demonstrado nas Tabela 1 e 2.

Tabela 1. Duragdo dos comportamentos ndo ingestivos durante 1 hora ap6s injecoes
de 8-OHDPAT e do pré-tratamento com MM77 no hipotalamo lateral (HL) de ratas
ovariectomizadas (OVX).

Vei Vei MMO0,37 MMO0,37 MM3,7 MM3,7

variavels L\ 180H  +Vei  +80H  +Vei  +80H
. - 142 254 219 181 154 207
0COMOCA0 38 433  +36 +13 +30  +30

Exploragdo ndo 1072 1220 1099 1179 1295 1300
locomotora +99 +114 +147.16 +12 +79 +123

1880 1256 1572 1686 1292 994

Imobilidade g3 L9035 4190  +151 178  +175
Autolimpeza 269 408 413 291 556 414
+ 62 + 87 + 64 + 42 + 97 +72
Exploracéo 164 255 204 193 243 415
Vertical +52 +76 +34 +32 +65 + 64
Exploracdo de 3+ 5 4+ 6* 5% 4+
alimento 0,7 +0,7 0,8 1,2 1 0,9

Todos os dados estdo expressos em segundos (média + S.E.M). Durante 0s
experimentos todos 0s animais exibiram comportamentos locomotores
imediatamente apds serem colocados na caixa de registro comportamental.
Abreviagdes: Vei = Salina; 80OH = 8-OHDPAT 6 nmol; MM0,37= MM77 0,37
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nmol; MM3,7= MM 3,7 nmol; OV X= ratas ovariectomizadas. ANOVA de duas
vias seguida pelo teste post hoc Newman-Keuls e n=8 por grupo.

Tabela 2. Duragdo dos comportamentos ndo ingestivos durante 1 hora apds
injecGes de 8-OHDPAT e do pré-tratamento com MM77 no hipotalamo lateral
(HL) de ratas ovariectomizadas tratadas com estradiol (OVX+E).

Vei Vei MMO0,37 MMO0,37 MM3,7 MM3,7

Variaveis +Vei +80H  +Vei  +80H  +Vei  +80H
. - 149 119 211 238 217 292
OCOMOGA0 435 429  +45 +45 +53  +44

Exploragdo ndo 1344 1268 1315 1275 1362 1438
locomotora +114 +100 +107 +91 +121 + 46
1478 1407 1406 1399 1273 1041

Imobilidade 457 1139 1215  +£139  +249  +83
Auolimpeza 343 464 325 290 326 432
+52  +53  +29 +39 +53  +27

Exploragio 239 276 292 315 239 350
Vertical +53  +67  +57 + 48 +61  +55
Exploracdo de 3+ 5+ 2+ 3+ 1+ 1+
alimento 0,5 2 0,5 1 0,5 0,8

Todos os dados estdo expressos em segundos (média + S.E.M). Durante os
experimentos todos 0s animais exibiram comportamentos locomotores
imediatamente ap0s serem colocados na caixa de registro comportamental.
Abreviagdes: Vei = Salina; 80OH = 8-OHDPAT 6 nmol; MMO0,37= MM77 0,37
nmol; MM3,7= MM 3,7 nmol; OVX+E= ratas ovariectomizadas tratadas com
estradiol. ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc Newman-Keuls e
n=8 por grupo.
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5.2.3.2 Injecdes de 8-OHDPAT e o pré-tratamento com antagonista
WAY 100635
As

Tabela 3 e 4 demonstram que a duragdo dos comportamentos nao
ingestivos nos animais OVX e OVX+E ndo sofreram alteracOes
significantes apds injecdes de 8-OHDPAT, assim como, ndo foram
alteradas pelo pré-tratamento com o antagonista WAY.

Tabela 3. Duragdo dos comportamentos ndo ingestivos durante 1 hora apds
injecGes de 8-OHDPAT e do pré-tratamento com WAY 100635 no hipotalamo
lateral (HL) de ratas ovariectomizadas (OVX).

Variaveis Vei_ Vei WAY WAY
+Vei +80H +Vei +80H

Locomogio 141 250 149 152
+38 +42 +35 +23

Exploracgdo nao 1062 1216 1152 1239
locomotora +116 +117 +109 +88
Imobilidade 1916 1260 1449 1122
+198 + 220 +221 +198

Autolimpeza 281 407 403 476
65 +89 +37 +25

Exploracéo 125 275 404 424
Vertical +54 +80 +123 + 147

Exploracgdo de 3 5% 4+ 7%

alimento 0,7 0,9 1 1

Todos os dados estdo expressos em segundos (média + S.E.M). Durante o0s
experimentos todos o0s animais exibiram comportamentos locomotores
imediatamente ap0s serem colocados na caixa de registro comportamental.
ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc Newman-Keuls e n= 8 por
grupo. AbreviacGes: Vei = Salina; 80OH = 8-OHDPAT 6 nmol; WAY = WAY
100635 0,37 nmol; OV X= ratas ovariectomizadas.
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Tabela 4. Duragdo dos comportamentos ndo ingestivos durante 1 hora apds
injecBes de 8-OHDPAT e do pré-tratamento com WAY 100635 no hipotalamo
lateral (HL) de ratas ovariectomizadas tratadas com estradiol (OVX+E).

Variaveis Ve . Ve WAY WAY
+Vei +80H +Vei +80H
Locomogéo 147 121 132 226
+31 +29 +29 +58
Exploracdo ndo 1392 1285 1261 1112
locomotora + 140 +112 +111 +102
- 1321 1352 1455 1467
Imobilidade +182 +134 +231 + 244
. 356 478 407 421
Autolimpeza +55 +53 +38 +81
Exploracéo 339 260 294 354
Vertical +55 +71 +80 +72
Exploracéo de 3% 5% 3x 5%
alimento 0,5 3 1 1

Todos os dados estdo expressos em segundos (média + S.E.M). Durante o0s
experimentos todos 0s animais exibiram comportamentos locomotores
imediatamente ap0s serem colocados na caixa de registro comportamental.
ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc Newman-Keuls. O nimero de
animais analisados nos grupos tratados com Vei+80H, WAY+Vei e
WAY+80H foi 7, e no grupo Vei+Vei foi 8. Abreviagdes: Vei = Salina; 80OH =
8-OHDPAT 6 nmol; WAY = WAY 100635 0,37 nmol; OVX+E = ratas
ovariectomizadas tratadas com estradiol.
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5.2.4 Ingestao de 4gua

5.2.4.1 Injecdes de 8-OHDPAT e 0 pré-tratamento com MM77 (nas
doses 0,37 e 3,7 nmol )

As Tabela 5 e 6 mostram que a ingestdo, duracdo e laténcia para
iniciar o consumo de agua ndo foram afetadas pelas injecdes do agonista
8-OHDPAT, nem pelo pré-tratamento com as duas doses do antagonista
MM77 nos animais OVX e OVX+E.

Tabela 5. Efeitos na ingestdo de agua durante 1 hora apds injecbes de 8-
OHDPAT e pré-tratamento com antagonista seletivo MM77 no hipotalamo
lateral (HL) de ratas ovariectomizadas (OVX).

Vei Vei  MMO0,37 MMO0,37 MM3,7 MM3,7

variavels L\l 18OH  +Vei  +80H  +Vei  +80H
) 00 01 01 0.2 0.0 0.0
Ingestdo +00 +00 +00  +01  +00 %00
_ 00 03 14 6.3 0.0 0.0
Duragdo +00 +02  +08 +57  +00  +0,0
ot 3600 3105 2506 2982 3600 3600
atéencla

+0,0 +403 +518 +413 +0,0 +0,0

Valores sdo a média = SEM. Ingestdo de agua é expressa em mL, duracdo é
expressa em segundos (s) e a laténcia é expressa em segundos (s). Durante 0s
experimentos todos o0s animais exibiram comportamentos locomotores
imediatamente apds serem colocados na caixa de registro comportamental.
ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc Newman-Keuls e n=8.
Abreviagdes: Vei = Salina; 80OH = 8-OHDPAT 6 nmol; MMO0,37= MM77 0,37
nmol; MM3,7=MM77 3,7 nmol OV X= ratas ovariectomizadas.
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Tabela 6. Efeitos na ingestdo de agua durante 1 hora apds injecdes de 8-
OHDPAT e pré-tratamento com antagonista seletivo MM77 no hipotdlamo
lateral (HL) de ratas ovariectomizadas tratadas com estradiol (OVX+E).

Vei Vei MMO0,37 MMO0,37 MM3,7 MM3,7

Variavels e 480H  +Vei  +80H  +Vei  +80H
noesta 01 0.0 01 0.1 0.0 0.1
ngestao +00 +00  +0,0 +00 +00 +0,0
Durach 05 0.1 0.4 04 0.0 05
uragao +03 +01 +03 +02  +00 %03
Latenc 2974 3373 3007 3429 3600 3062
aténcia

+436 +226 +421 +119 +0,0 + 373

Valores sdo a média = SEM. Ingestdo de agua é expressa em mL, duracdo é
expressa em segundos (s) e a laténcia é expressa em segundos (s). Durante os
experimentos todos o0s animais exibiram comportamentos locomotores
imediatamente ap0s serem colocados na caixa de registro comportamental.
ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc Newman-Keuls e n=8.
Abreviagdes: Vei = Salina; 80OH = 8-OHDPAT 6 nmol; MMO0,37= MM77 0,37
nmol; MM3,7=MM77 3,7 nmol, OVX+E = ratas ovariectomizadas tratadas com
estradiol.
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5.2.4.2 InjecBes de 8-OHDPAT e o pré-tratamento com antagonista
WAY 100635

Nos animais OVX e OVX+E a ingestdo, duracdo e laténcia para
iniciar o consumo de dgua também ndo foram afetadas pelas injecGes de
agonista e antagonista WAY100635. (Tabela 7 e 8)

Tabela 7. Efeitos na ingestdo de agua durante 1 hora apds injecbes de 8-
OHDPAT e pré-tratamento com antagonista seletivo WAY 100635 no
hipotalamo lateral (HL) de ratas ovariectomizadas.

Variaveis Vei Vei WAY WAY
lavel +Vei +80H +Vei +80H

. 0,0 0,1 0,0 0,1
Ingestdo +0,0 +0,0 +0,0 +0,0

Durach 0.0 0.7 0.0 0,7
uragao +0,0 +0,3 +0,0 +0,5
Latenc 3600 2697 3600 2800
atencia +0,0 +575 +0,0 +524

Valores sdo a média £ SEM. Ingestdo de agua é expressa em mL, duracdo é
expressa em segundos (s) e a laténcia € expressa em segundos (s). Durante o0s
experimentos todos 0s animais exibiram comportamentos locomotores
imediatamente ap0s serem colocados na caixa de registro comportamental.
ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc Newman-Keuls e n= 8 por
grupo. AbreviacOes: Vei = Salina; 80OH = 8-OHDPAT 6 nmol; WAY = WAY
100635 0,37 nmol; OV X= ratas ovariectomizadas.
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Tabela 8. Efeitos na ingestdo de agua durante 1 hora apds injecOes de 8-
OHDPAT e pré-tratamento com antagonista seletivo WAY 100635 no
hipotalamo lateral (HL) de ovariectomizadas tratadas com estradiol (OVX+E).

Variaveis Vei Vei WAY WAY
+Vei +80H +Vei +80H

et 0.1 0.0 01 0,0
ngestao +0,0 +0,0 +0,0 +0,0

Suraca 05 0,0 0.4 0,0
uracao +0,6 +0,0 +0,3 +0,0
. 3094 3600 2872 3600
Latencia +404 +0,00 +476 +0,00

Valores sdo a média = SEM. Ingestdo de agua é expressa em mL, duracdo é
expressa em segundos (s) e a laténcia é expressa em segundos (s). Durante os
experimentos todos 0s animais exibiram comportamentos locomotores
imediatamente ap0s serem colocados na caixa de registro comportamental.
ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc Newman-Keuls. O nimero de
animais analisados nos grupos tratados com Vei+80H, WAY+Vei e
WAY+80H foi 7, e no grupo Vei+Vei foi 8. Abreviagdes: Vei = Salina; 80H =
8-OHDPAT 6 nmol; WAY = WAY 100635 0,37 nmol; OVX+E = ratas
ovariectomizadas tratadas com estradiol.
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5.3 Injec¢Bes no Nucleo Argueado

5.3.1 MicroinjecGes

A Figura 8 mostra seccdes coronais, com a posicdo das
microinjecBes no ARC. Andlises histoldgicas indicaram que um total 98
animais que passaram pelo protocolo experimental, 64 animais
apresentaram injecGes corretamente posicionadas no ARC, sendo 32
microinjecBes em cada grupo (OVX e OVX+E). As microinjecdes
ocorreram as distancias de aproximadamente: 3,5 (7 microinjecfes — 5
OVX e 2 OVX+E), -3,60 (10 microinjecGes, 3 OVX e 7 OVX+E), -3,7
(16 microinjecdes, 7 OVX e 9 OVX+E), -3,9 (17 microinjecBes, 11
OVX e 6 OVX+E), -4,0 (11 microinjecOes, 4 OVX e 7 OVX+E) e -4,1
(3 microinjegdes, 2 OVX e 1 OVX+E) milimetros posterior ao bregma.



68

sMT PH i

Brogms 408 mm ArMr Bregma 3,96 mm

PLH m PN mib
] [

ST DIM  / WeFLH ) psy

P o™ PORLH v ‘ l
! 1 ! Te
Te M
MY " Nl P
"t .o M
i p
AreLp SUTS S

| ATMP
1as

Bregma -84 mm

Al AlL m All

PLH

L
P @
e

DMD

PLH % -

DMV. T
8000 0 ArMP_ArclP

IS

Bregma -1,60 mm

Figura 8. Diagramas representativos de cortes coronais e das microinjecdes que
atingiram o ARC. “A” fotomicrografia de um corte coronal mostrando o local
de uma microinje¢do no ARC. “B a G” representa¢des esquematicas dos locais
de microinje¢des segundo PAXINOS e WATSON (2007). Sendo o injegcdes em
OVX, e I injecdes em OVX+E. Abreviacdes: OVX = ratas ovariectomizadas
tratadas com 6leo; OVX+E = ratas ovariectomizadas tratadas com estradiol;
PLH = hipotalamo lateral; 3V= Terceiro ventriculo; mt = trato mamilotalamico;
f = fornix; cp = pedinculo cerebral; All= ndGcleo subparafascicular
magnocelular do talamo, PH= nucleo hipotalamico posterior, PeFLH=parte
perifornical do hipotdlamo lateral, Te=nlcleo hipotalamico terete, mTU=
nucleo tuberal medial, ArMP= ntcleo arqueado, parte posterior medial, InFs=
haste infundibular, DMV= nicleo dorsomedial, parte ventral, ArcLP= n(cleo
arqueado, parte lateroposterior, DM= ndcleo dorsomedial , DTM= nlcleo
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tuberomamilar dorsal, VTM= ndcleo tuberomamilar ventral, ns= feixe
nigroestriatal , mFb= feixe medial prosencefalico , PSTh= nicleo
parasubtalamico.

5.3.2 Comportamentos ingestivos

A Figura 9A mostra que injecdes de 8-OHDPAT no ARC
ocasionaram hipofagia nos animais OVX+E, que foi blogueada pelo
pré-tratamento com o antagonista WAY 100635. Nos animais OV X ndo
foram observadas diferencas ap6s a injecdo deste agonista. ANOVA de
duas vias mostrou que a ingestdo alimentar foi afetada apenas pela
reposicdo com E2 [Fiss = 6,83; p = 0,01], ndo sendo afetada pelos
tratamentos [Fs s = 1,00; p = 0,39] e nem pela interacdo entre eles [Fs s6
=0,31; p=0,81].

A laténcia para iniciar a ingestdo ndo foi alterada pelas injecfes
de 8-OHDPAT nos animais OVX e OVX+E, e o pré-tratamento com
WAY100635 também ndo alterou este comportamento. A analise
estatistica mostrou que os tratamentos [Fs s = 0,30; p = 0,81], a
reposi¢do com E2 [F1, 56 = 0,003; p = 0,95] e a interacdo entre eles [F3, 56
= 0,08; p = 0,96] ndo afetaram este comportamento. (Figura 9B).

Como demonstrado na Figura 9C e 9D, a resposta hipofagica
provocada pelas injecdes de 8-OHDPAT no ARC foi acompanhada por
uma reducdo na duragdo da ingestdo alimentar nos animais OVX+E. O
pré-tratamento com WAY100635 bloqueou esta reducdo na duragéo.
Porém, a frequéncia da ingestdo alimentar ndo sofreu alteracdes nos
animais OVX e OVX+E. ANOVA de duas vias mostrou que a duragéo
da ingestdo foi afetada apenas pela reposi¢do com E2 [Fy, 56 = 7,61; p =
0,007]. Os tratamentos [F3, 56 = 0,60; p = 0,61] e a interacdo entre eles
[Fs, 56 = 0,08; p = 0,96] ndo apresentaram significancia. A frequéncia
ndo foi afetada pelos tratamentos [Fs s = 0,69; p = 0,55], pela reposicéo
com E2 [F1, 56 = 0,71; p = 0,40] e nem pela interacdo entre eles [Fs, 56 =
0,06; p = 0.97].
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Figura 9. Efeitos da reposi¢do com estradiol sobre a ingestdo alimentar apds
injecBes 8-OHDPAT nlcleo arqueado (ARC) em ratas pré-tratadas com WAY
100635. “A” ingestdao de racdo palatavel, expressa em gramas por 100 gramas
de peso corporal (g/ 100 g de peso corporal); “B” laténcia para iniciar a
ingestdo, expressa em segundos (s); “C” duracdo da ingestdo, expressa em
segundos (s) e “D” frequéncia da ingestdo, expressa como 0 nimero de vezes
que o animal realizou a ingestdo durante o periodo de 1 hora. Todos os dados
sd0 expressos como média £ S.E.M. e n = 8 animais por grupo. (*) Diferenca
significante entre os grupos foi p< 0.05. Abrevia¢des: Vei = veiculo (salina);
80H = 8-OHDPAT 6nmol; WAY = WAY 100635, OVX = ratas
ovariectomizadas; OVX+E = ratas ovariectomizadas tratadas com E2.
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5.3.3 Comportamentos nédo ingestivos

As Tabela 9 e 10 mostram que a duracdo dos comportamentos
ndo ingestivos (locomocdo, imobilidade, exploracdo ndo locomotora,
exploracdo vertical, exploracdo de alimento e auto-limpeza) ndo
sofreram alteragdes significantes apds injecdes de 8-OHDPAT, assim
como, ndo foram alteradas pelo pré-tratamento com o antagonista WAY
tanto nos animais OV X, como OVX+E.

Tabela 9. Duragdo dos comportamentos ndo ingestivos durante 1 hora apds
injecdes de 8-OHDPAT e do pré-tratamento com WAY 100635 no nlcleo
arqueado (ARC) de ratas ovariectomizadas (OVX).

Variaveis Vei_ Vei WA\_( WAY
+Vei +80H +Vei +80OH
Locomogio 139 207 161 146
+42 +39 +34 +32
Exploracdo ndo 1123 1099 1201 1219
Locomotora +121 +111 +102 +98
Imobilidade 1881 1243 1412 1195
1201 + 200 + 229 +193
. 329 418 398 439
Autolimpeza +61 £ 72 +49 +28
Exploracdo 141 246 373 405
Vertical + 88 +89 +112 +123
Exploracdo de 2% 4+ 5%+ 5%+
alimento 0,5 0,7 0,8 1

Todos os dados estdo expressos em segundos (média + S.E.M). Durante o0s
experimentos todos o0s animais exibiram comportamentos locomotores
imediatamente ap0s serem colocados na caixa de registro comportamental.
ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc Newman-Keuls e n=8.
Abreviagdes: Vei = Salina; 80OH = 8-OHDPAT 6 nmol; WAY = WAY 100635
0,37 nmol; OV X= ratas ovariectomizadas.
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Tabela 10. Duragdo dos comportamentos ndo ingestivos durante 1 hora apds
injecbes de 8-OHDPAT e do pré-tratamento com WAY 100635 no nucleo
arqueado (ARC) de ratas ovariectomizadas tratadas com estradiol (OVX+E).

Variaveis VEi. Vei WAY WAY
+Vei +80H +Vei +80H
Lacomogéo 143 138 169 179
+ 38 +36 +33 +43
Exploragdo néo 1328 1204 1196 1046
Locomotora +138 +102 +129 +102
. 1309 1299 1387 1409
Imobilidade +197  +202 + 204 + 201
. 349 455 392 422
Autolimpeza +59  +59 +41 +72
Exploracdo 296 249 331 392
Vertical +81 +101 +128 +121
Exploracgdo de 4+ 5% 5% 4+
alimento 0,7 1 2 0,8

Todos os dados estdo expressos em segundos (média + S.E.M). Durante o0s
experimentos todos 0s animais exibiram comportamentos locomotores
imediatamente ap6s serem colocados na caixa de registro comportamental.
ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc Newman-Keuls e n=8.
Abreviagdes: Vei = Salina; 80OH = 8-OHDPAT 6 nmol; WAY = WAY 100635
0,37 nmol; OVX+E = ratas ovariectomizadas tratadas com estradiol.
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5.3.4 Ingestao de 4gua

Como demonstrado nas Tabela 11 e 12, a ingestdo, duragdo e
laténcia para iniciar o consumo de agua ndo foram afetadas pelas
injecGes do agonista 8-OHDPAT, e nem pelo pré-tratamento com WAY
100635 nos animais OVX e OVX+E.

Tabela 11. Efeitos na ingestdo de agua durante 1 hora apds inje¢des de 8-
OHDPAT e pré-tratamento com antagonista seletivo WAY 100635 no nicleo
arqueado (ARC) de ratas ovariectomizadas (OVX).

N Vei Vei WAY WAY
1avel +Vei +80H +Vei +80H

- 02 01 0.1 0,0
Ingestdo +0,0 +0,0 +0,0 +0,0

_ 0.6 07 05 0,0
Duragdo +0,3 +0,4 +0,2 +0,0
Latencia 3155 2697 2786 3600
+498 +575 +588 +0,00

Valores sdo a média = SEM. Ingestdo de agua é expressa em mL, duracdo é
expressa em segundos (s) e a laténcia é expressa em segundos (s). Durante os
experimentos todos 0s animais exibiram comportamentos locomotores
imediatamente ap0s serem colocados na caixa de registro comportamental.
ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc Newman-Keuls e n = 8.
Abreviagdes: Vei = Salina; 80H = 8-OHDPAT 6 nmol; WAY = WAY 100635,
OVX = ratas ovariectomizadas.
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Tabela 12. Efeitos na ingestdo de agua durante 1 hora apds injecBes de 8-
OHDPAT e pré-tratamento com antagonista seletivo WAY 100635 no nicleo
arqueado (ARC) de ratas ovariectomizadas tratadas com estradiol (OVX+E).

Variaveis Vei Vei WAY WAY
+Vei +80H +Vei +80H
R 04 0,0 0.1 0.2
ngestao +0,2 +0,0 +0,0 +0,0
Durac 05 0,0 0,4 0,7
uragao +0,4 +0,0 +0,3 +0,0
L aténcia 311 3600 2872 2589
+ 469 +0,00 + 476 + 699

Valores sdo a média £ SEM. Ingestdo de agua é expressa em mL, duracéo é
expressa em segundos (s) e a laténcia € expressa em segundos (s). Durante 0s
experimentos todos 0s animais exibiram comportamentos locomotores
imediatamente ap0s serem colocados na caixa de registro comportamental.
ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc Newman-Keuls e n = 8.
Abreviagdes: Vei = Salina; 80H = 8-OHDPAT 6 nmol; WAY = WAY 100635;
OVX+E = ratas ovariectomizadas tratadas com estradiol.



75

6. DISCUSSAO

6.1 Hipotalamo Lateral (HL)

O presente estudo demonstrou que injecdes de 8-OHDPAT no
HL ocasionaram hiperfagia acompanhada por aumento na duragdo e na
frequéncia da ingestdo alimentar nos animais OVX, sem alteracdo na
laténcia para iniciar a ingestdo. A reposicdo com estradiol suprimiu a
resposta hiperfagica, assim como o aumento na duracdo e frequéncia
induzido pelas injecBes de 8-OHDPAT. Estes resultados demonstram
que o estradiol afeta a influéncia serotonérgica sobre os neurénios do
HL envolvidos com o controle da ingestdo alimentar.

Interessantemente, as respostas ingestivas mostradas pelo
presente estudo, apds ativacdo dos receptores 5-HTia no HL, séo
diferentes das respostas obtidas por Steffens et al. (2008) em animais
intactos, que apresentaram hipofagia ap6s as injecGes de 8-OHDPAT
em ambas as fases do ciclo estral. Além disso, a Unica evidéncia nos
animais intactos que os hormdnios ovarianos poderiam afetar a resposta
ingestiva, mediada pela ativacdo dos receptores 5-HT1a no HL, era uma
discreta e inconsistente reducdo na duracdo da resposta hipofagica que
foi mais intensa em estro do que em diestro (STEFFENS et al., 2008;
2010). Juntos, esses dados sugerem que as flutuagdes na concentracdo
de estrogenos durante o ciclo estral afetam de forma muito sutil a
resposta ingestiva induzida pela ativacdo dos receptores 5-HTia
localizados no HL.

Estudos sugerem que o estradiol pode diminuir a ingestdo por
efeitos inibitorios fasicos e tonicos. O controle fasico esta relacionado
com flutuagdes na concentragdo plasmatica do estradiol durante o ciclo
estral, ou seja, quando ocorre aumento na concentracdo plasmética de
estradiol pode ser observado reducdo na ingestdo alimentar
(DREWETT, 1974; ECKEL, HOUPT e GEARY, 2000). O efeito tonico
é evidenciado pela ovariectomia, pois quando comparadas as ingestdes
diarias dos animais ovariectomizados com 0s animais intactos, observa-
se que a ingestdo alimentar diaria é superior nos animais
ovariectomizados (WADE, 1975; VARMA et al., 1999). Com base
nestas evidéncias, é provavel que o estradiol exerca uma influéncia
inibitéria tdnica sobre o circuito serotonérgico presente no HL que
controla a ingestdo alimentar, pois injecbes de 8-OHDPAT no HL de
ratas intactas ocasionou resposta hipofagica em ambas as fases do ciclo
(STEFFENS et al., 2008; 2010) e na auséncia dos esteroides ovarianos a
ativacdo dos receptores 5-HT1a provocou resposta hiperfagica, que foi
inibida pela reposicdo com estradiol. Além disso, foi sugerido que o
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estradiol pode regular a sinalizagéo serotonérgica através dos receptores
5-HT14 (JACKSON e UPHOUSE, 1996; OSTERLUND e HURD, 1998;
RAAP et al., 2000; ROSSI et al., 2010b) e um dos provaveis
mecanismos para esta regulacdo seria a inducéo de dessensibilizacdo dos
receptores 5-HT1a pelo estradiol. Esta hipdtese foi sustentada pelo fato
que a ativagdo dos receptores 5-HT1a inibe a ativacdo intracelular da
adenilil ciclase através de a¢fes em proteinas Gi/o reduzindo a atividade
neuronal (DE VIVO e MAAYANI, 1986) e os estrégenos podem
induzir reducdo nos niveis hipotaldamicos destas proteinas G (Gz, Gil e
Gi3) (RAAP et al., 2000). Entéo, estas redugdes nos niveis das proteinas
G hipotalamicas poderiam ser responsaveis pela dessensibilizacdo dos
receptores 5-HT1a induzida pelo estradiol. Outro estudo sugeriu que o
estradiol potencializa a sumoilagdo (modificacdo translacional do
receptor 5-HT1a, SUMOL1-5HT a-receptor) causada pela estimulagio
aguda do agonista 8-OHDPAT no hipotalamo de ratos. Os autores
sugerem que esta sumoilacdo poderia ocasionar a internalizagdo e
reducdo da afinidade do receptores 5-HT1a pelo agonista 8-OHDPAT
(LI e MUMA, 2013). Desta forma, a dessensibiliza¢do dos receptores 5-
HT:a induzida pelo estradiol poderia explicar a auséncia da resposta
hiperfagica induzida pela ativacdo dos receptores 5-HT1a nos animais
OVX+E, porém, ndo explicaria a resposta hipofagica ocasionada pelas
injecBes de 8-OHDPAT no HL em ratas intactas em estro e diestro.

Uma questdo interessante é a sugestdo de que os efeitos do
estradiol sobre o comportamento alimentar poderiam ser secundarios a
reducdo no set point do peso corporal através de acdes deste hormonio
no VMH (JANKOWIAK e STERN, 1974) ou em outros nicleos
hipotalamicos envolvidos no controle do peso corporal como o PVN
(STANLEY e LEIBOWITZ, 1985; BILLINGTON et al., 1994) ou ARC
(CONE et al., 2001; COWLEY, 2003). Baseado nesta hipétese poderia
ser sugerido que em condicbes de flutuagBes hormonais do estradiol,
como as observadas em ratas ciclando normalmente, o set point do peso
corporal determinaria que aferéncias serotonérgicas nos neurdnios do
HL ativassem sinais inibitorios sobre a ingestdo. Ja, a auséncia de
estradiol poderia alterar o set point do peso corporal levando a
modificacdes na influéncia serotonérgica, fazendo com que a ativagéo
dos receptores 5-HT1a no HL provocasse hiperfagia.

Ao mesmo tempo, alguns estudos tem demonstrado que a
exposicdo aos estrogénios pode modular a expressdo de ERa e ERp
(CASTLES et al., 1997; NOMURA et al., 2003). Estudos in vitro
usando células hipotalamicas tém mostrado que a relacdo ERo/ERp
poderia suprimir ou intensificar a expressdo de NPY. A predominancia
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de ERa foi associada com a inibi¢do da expressdo de NPY e uma maior
expressdo de ERp estaria associada com um aumento na expressao de
NPY (TITOLO, CAIl e BELSHAM, 2006). Como no LH ja foi
demonstrada a presenca de ambos ERa e ERp (SHUGHRUE, LANE e
MERCHENTHALER, 1997; PEREZ, CHEN e MUFSON, 2003) pode
ser que neste nicleo também exista um mecanismo similar, que
dependendo da densidade de ERa ou ERp poderia favorecer hipo ou
hiperfagia. Assim, em ratas ciclando normalmente poderia predominar
uma relacdo ERa/ERB que promoveria hipofagia ap6s a ativacdo dos
receptores 5-HT1a, enquanto que nos animais OV X esta relacdo poderia
ser alterada fazendo com que a ativacdo desses receptores
serotonérgicos, no HL, induzisse hiperfagia.

Ainda, outra questdo relevante em relacdo ao controle da ingestdo
alimentar pelo HL, é a presenca de receptores 5-HT1a em neurfnios que
expressam MCH (COLLIN et al., 2002). Esta populacdo neuronal no
HL aumenta a ingestdo em roedores (QU et al., 1996; ROSSI, CHOlI,
O'SHEA, et al., 1997) e antagonistas de receptores MCH reduzem a
ingestdo alimentar (KOWALSKI et al., 2004). Dados da literatura
sugerem que o estradiol age atenuando estes efeitos estimulatorios do
MCH sobre a ingestdo alimentar (MESSINA et al., 2006), pois o
tratamento agudo com estradiol em ratas OV X diminui a expressdo de
MCH e dos receptores MCHL1. Desta forma, poderiamos sugerir que a
auséncia do estradiol (animais OVX) ocorre uma potencializacdo dos
efeitos orexigenos do MCH apés a ativacdo dos receptores 5-HTia
levando a hiperfagia. Diferentemente, quando os animais recebem a
reposicdo com estradiol este mecanismo é suprimido.

Porém, neur6nios imunoreativos ERa ¢ MCH nédo estdo co-
localizados no LH de ratas, sugerindo que os efeitos inibitdrios do
estradiol sobre a expressdo hipotaldmica de MCH e MCHR1 seja
mediada indiretamente através de outra populacdo neuronal
(SANTOLLO e ECKEL, 2013). Como o HL apresenta intima
comunicacdo com o ndcleo AcbSh (MALDONADO-IRIZARRY,
SWANSON e KELLEY, 1995; STRATFORD e KELLEY, 1999;
URSTADT, KALLY, et al., 2013b) e, como o AcbSh se projeta para o
HL (USUDA, TANAKA e CHIBA, 1998; DUVA et al., 2005) através
de neurdnios GABAérgicos (OERTEL e MUGNAINI, 1984), é possivel
que os efeitos inibitorios do estradiol sejam mediados pelo AcbSh.
Reforcando esta hipotese foi sugerido que a resposta ingestiva ocorre
guando o HL deixa de ser inibido pelas aferéncias GABAGérgicas
inibitorias oriundas do AcbSh (KELLEY, BALDO e PRATT, 2005;
TURENIUS et al., 2009). Além disso, mais recentemente foi sugerido
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que além do GABA, o glutamato também estaria envolvido na
comunicacdo entre AcbSh e o HL para regular a ingestdo alimentar por
meio de uma conexdo ipisilateral, sugerindo que o comportamento
ingestivo pode, pelo menos em parte, refletir o balanco na liberagédo
sinaptica de glutamato e GABA no HL (URSTADT, COOP, et al.,,
2013a; URSTADT, KALLY, et al., 2013b). Portanto, poderia ser
sugerido que em condi¢des de flutuagdes normais dos estrégenos ocorre
um balan¢o que favorece a liberacdo de GABA pelo AcbSh, o qual pode
exercer seus efeitos inibitorios sobre os neurdénios MCH no HL e,
consequentemente, a ativacao dos receptores 5-HT1a poderia resultar em
hipofagia. Contrariamente, na auséncia da secre¢do estrogénica pelos
ovarios, pode ocorrer um balanco que favorece a liberacdo de glutamato
pelo AcbSh, atenuando as aferéncias inibitdrios dos neurbnios GABA
sobre os neurbnios MCH do LH, provocando hiperfagia quando os
receptores 5-HT1a séo ativados.

Além disso, ja estd bem consolidado na literatura que o estradiol
reduz a ingestdio e o tamanho da refeicio (DREWETT, 1973;
BLAUSTEIN e WADE, 1976; VARMA et al., 1999). Durante diestro
ocorre aumento na ingestdo alimentar diaria, que é acompanhada por
aumento no tamanho da refeicdo sem aumento compensatério na
frequéncia da ingestdo (BLAUSTEIN e WADE, 1976; GEARY e
ASARIAN, 1999). Os dados aqui apresentados, também demonstraram
aumento na ingestdo alimentar, em ratas OVX, que foi acompanhado
por aumento na duracdo da ingestdo. Este resultado sugere que, na
auséncia dos horménios ovarianos, os efeitos dos sinais periféricos que
sinalizam o término da refeicdo, como a CCK, estdo prejudicados. Esta
sugestdo é reforcada pelo fato do estradiol aumentar a atividade Fos
induzida pelo CCK, no nlGcleo caudal do trato solitario (NTS)
(THAMMACHAROEN et al., 2008). Diante disso, pode ser sugerido
gue nos animais OVX a expressdo de CCK pode ser reduzida e,
consequentemente, a duracéo da ingestdo é aumentada.

Também, estudos tém sugerido que o estradiol atenua os efeitos
orexigenos do NPY (BONAVERA et al., 1994; SANTOLLO e ECKEL,
2008) e da grelina (CLEGG et al., 2007). BUTERA et al. 2014,
demonstraram que inje¢Bes i.p. de grelina aumentam a ingestdo e a
duracdo da ingestdo nos animais OVX, e estes efeitos hiperfagicos
foram atenuados pelo tratamento com estradiol. Sendo assim, os efeitos
hiperfagicos nos animais OVX, demonstrados no presente estudo,
também poderiam ser atribuidos aos efeitos orexigenos destes peptideos
potencializados pela auséncia do estradiol.
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No presente estudo, a anélise dos pesos uterinos demonstrou que
o0 protocolo de reposicdo hormonal empregando inje¢Ges subcutaneas de
cipionato de estradiol (10mg / kg peso corporal) por trés dias
consecutivos foi eficiente em recuperar 0 peso uterino dos animais OVX
a valores semelhantes aos animais intactos na fase estro. Porém, apesar
de suprimir a resposta hiperfagica demonstrada pelos animais OV X, esta
reposicdo ndo reproduziu os efeitos hipofagicos induzidos pelo
tratamento com 8-OHDAPT no HL em animais intactos. Deve-se
ressaltar que a sensibilidade do SNC aos horménios ovarianos €
diferente da sensibilidade uterina a estes hormdnios, assim, é possivel
gue a reposi¢do com estradiol por um tempo maior que trés dias poderia
ser capaz de evidenciar a resposta hipofagica induzida nos animais
intactos apés a ativacdo dos receptores 5-HT1ano HL.

Outra questdo importante € que o pré-tratamento com
WAY 100635, um antagonista seletivo dos receptores 5-HT14, bloqueou
a hiperfagia ocasionada por inje¢des do agonista 8-OHDPAT nas ratas
OVX. Igualmente, o pré-tratamento com ambas as doses de MM77,
outro antagonista dos receptores 5-HT14, também bloqueou estes efeitos
hiperfagicos. Tanto o0 MM-77 quanto o WAY 100635 apresentam alta
afinidade pelos receptores 5-HT1a (FLETCHER, CLIFFE e DOURISH,
1993; MOKROSZ et al., 1994), porém foi sugerido que 0 MM77
também pode agir em receptores al-adrenérgicos (ARKLE, ARKLE e
EBENEZER, 2005). Entretanto, foram obtidas respostas idénticas com
o0s dois antagonistas, indicando que os efeitos provocados pelas inje¢des
de 8-OHDPAT sobre a ingestdo alimentar no HL de ratas OVX foram
especificamente mediados pela ativacdo dos receptores 5-HT1a. Como ja
havia sido sugerida a participacdo destes receptores no circuito
serotonérgico que controlam a ingestdo alimentar no HL de ratas
intactas (STEFFENS et al., 2010), os dados aqui apresentados,
consolidam a participacdo destes receptores e demonstram que 0
estradiol exerce influéncia inibitéria sobre a resposta ingestiva
ocasionada pela ativacao desses receptores.

No presente estudo ndo foram observadas alteracdes na duragéo
dos comportamentos ndo ingestivos (locomocdo, imobilidade,
exploracdo ndo locomotora, exploracdo vertical, autolimpeza e
exploracdo do alimento) apds injecdes de 8-OHDPAT no HL de ratas
OVX e OVX+E, demonstrando que os efeitos hiperfagicos observados
nos animais OVX ndo podem ser atribuidos as alteracdes na atividade
motora ou a outros comportamentos ndo ingestivos. Estes dados sdo
similares aos encontrados por Steffens et al. (2008, 2010) em animais
intactos. Também, ndo foram observadas alteragdes na ingestdo, duragdo
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e laténcia para ingestdo de agua nos animais OVX e OVX+E apés a
ativacdo injecdes de 8-OHDPAT no HL. Estes resultados sugerem que
ambos, o estradiol e ativagdo de receptores 5-HT1a, ndo interagem com
0s comportamentos ndo ingestivos e nem com a ingestao de agua.

Portanto, os dados aqui apresentados indicam que no LH, a
influéncia da serotonina sobre a ingestdo alimentar é afetada pela
presenca do estradiol. Os animais OVX mostraram uma resposta
hiperfagica ap6s a ativacdo dos receptores 5-HT1a que foi suprimida
pela reposicdo com estradiol, sugerindo que sobre o circuito
serotonérgico presente no HL o estradiol exerca apenas seus efeitos
tbnicos, pois sua influéncia s6 foi demonstrada nos animais OVX. Esta
hipotese é reforcada pelo fato de que animais intactos apresentam
hipofagia tanto na fase estro como em diestro, ap6s a ativacdo dos
receptores 5-HT1a no HL (STEFFENS et al., 2008; 2010), indicando
que as flutuagBes hormonais durante o ciclo estral tem pouca ou
nenhuma influéncia sobre os circuitos serotonérgicos que controlam a
ingestdo alimentar no HL.
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6.2 Nucleo arqueado (ARC)

O presente estudo demonstrou que a ativacdo dos receptores 5-
HT:a no ARC ocasionam hipofagia e reducdo na duragdo da ingestdo
alimentar apenas nos animais OV X+E. Estes resultados corroboram com
os resultados em animais intactos, que mostraram hipofagia e reducéo
da duracdo da ingestdo apenas na fase estro, ap6s ativacdo dos
receptores 5-HT1a (STEFFENS et al., 2008; 2010). Desta forma, estes
dados demonstram que o estradiol afeta a influéncia serotonérgica sobre
o0s neurdnios do ARC envolvidos com o controle da ingestdo alimentar.

Como esperado, a hipofagia apresentada pelas ratas OVX+E foi
acompanhada por redu¢do na duracdo da ingestdo apds a ativacdo dos
receptores 5-HT1a, sugerindo que nestes animais a reposicdo com
estradiol foi capaz de reduzir o tamanho da refeicdo, corroborando com
os dados presentes na literatura (DREWETT, 1973; BLAUSTEIN e
WADE, 1976; VARMA et al., 1999). Esta reducdo na duracio
provavelmente é consequéncia da acdo do estradiol em neur6nios
POMC que se projetam do ARC para 0 NTS, onde existe uma grande
expressdo de MC4R (LIU et al., 2003) que parecem mediar os sinais de
saciedade desencadeados pela CCK no NTS (FAN et al., 2004). Além
disso, foi demonstrado que o estradiol também pode aumentar a
sensibilidade dos receptores CCK-A vagais, ou seja, provoca uma
potencializacdo dos efeitos de saciedade gerados pela CCK (BUTERA,
BRADWAY e CATALDO, 1993; THAMMACHAROEN et al., 2008).

Associado a esta potencializa¢do dos efeitos da CCK, a reposi¢cdo
com estradiol também pode ter reduzido a eficidcia do hormonio
orexigeno grelina nos animais OVX+E, pois como demonstrado por
Butera et al. (2014) o estradiol atenua os efeitos orexigenos da grelina
sobre a ingestdo e a duragdo da ingestdo alimentar, fazendo com que a
grelina reduza seus efeitos estimulatorios sobre a expressdo de
NPY/AgQRP, sobre a atividade elétrica destes neurbnios e deixe de
aumentar o nimero de sinapses inibitérias GABAE€rgicas nos neurénios
POMC (CHEN et al., 2004; FU, ACUNA-GOYCOLEA e VAN DEN
POL, 2004; VONG et al., 2011).

Outra questdo interessante é que a producao de leptina em ratos e
em humanos é regulada pelo estradiol (SHIMIZU et al., 1997). Portanto,
é possivel que a hipofagia demonstrada pelos animais OVX+E, apds a
ativacdo dos receptores 5-HT1a, também seja consequéncia de uma
potencializagdo na expressao de leptina e de seus efeitos anorexigenos.
Essa hipotese é reforcada pela presenca de receptores de leptina (LepRb)
em neurbnios POMC que expressam ERa. Todavia, é importante
ressaltar que os efeitos do estradiol sobre estes neurbnios ndo sdo
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dependentes da leptina, ou seja, o estradiol potencializa os efeitos
anorexigenos deste horménio, mas mesmo na auséncia da leptina e de
seus receptores, o estradiol continua exercendo seus efeitos
anorexigenos (LOPEZ e TENA-SEMPERE, 2015).

No presente trabalho, a hipofagia e a reducdo na duracdo da
ingestdo ndo foram acompanhadas por reducdo na frequéncia da
ingestdo alimentar nos animais OVX+E. Estes resultados estdo de
acordo com dados da literatura que mostraram que em proestro a
reducdo da ingestdo alimentar é acompanhada por reducdo na duragdo
da ingestdo alimentar sem ocasionar aumento compensatorio na
frequéncia da ingestdio (BLAUSTEIN e WADE, 1976; GEARY e
ASARIAN, 1999).

Além disso, a exposicdo aos estrogénios pode modular a
expressdo de ERa e ERB (CASTLES et al., 1997; NOMURA et al.,
2003) e, como estes dois tipos de receptores sdo expressos no ARC, ¢
possivel que a presenca do estradiol nos animais OVX+E tenha
favorecido o predominio da expressdo de ERa em relacdo a ERp,
ocasionando inibicdo na expressdo de NPY e, consequentemente,
reduzindo os efeitos inibitérios GABAEérgicos sobre 0s neurdnios
POMC, contribuindo para o desenvolvimento de hipofagia ap6s a
ativagdo dos receptores 5-HT1a.

Como citado anteriormente, o estradiol pode reduzir a ingestao
alimentar por efeitos inibitérios fasicos e tonicos. Assim, é provavel que
o0 estradiol exer¢a uma influéncia fésica sobre o circuito serotonérgico
presente no ARC que controla a ingestdo alimentar. Esta sugestdo €
sustentada pelo fato de injecGes de 8-OHDPAT no ARC de ratas
intactas ocasionar respostas hipofagicas apenas na fase estro
(STEFFENS et al., 2008; 2010) e, como demonstrado no presente
trabalho, na auséncia dos esteroides ovarianos (ratas OVX) as injecdes
deste agonista ndo provocam alteracBes na resposta ingestiva, sendo
observado hipofagia somente na presenca do estradiol (ratas OVX+E).
Juntos, esses dados indicam que as flutuagcbes nas concentragdes
plasmaticas de estradiol durante o ciclo estral influenciam o circuito
serotonérgico que controla a ingestdo alimentar no ARC.

Diferente do que ocorreu no HL, no ARC o protocolo de
reposicdo hormonal empregando injecBes subcutineas de cipionato de
estradiol (10mg/ kg peso corporal), por trés dias consecutivos,
ocasionou hipofagia apés a ativagéo dos receptores 5-HT1a nos animais
OVX+E, de forma semelhante a encontrada nos animais intactos em
estro (STEFFENS et al., 2008; 2010). Uma possivel explicacdo é que o
estradiol pode ter agido diretamente nos receptores ERa expressos em
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neurénios POMC no ARC, que também expressam receptores 5-HT1a, €
assim, desencadeou diretamente seus efeitos anorexigenos. Ao
contrario, no HL estes receptores estrogénicos ndo estdo co-localizados
nos neurdnios MCH que expressam receptores 5-HT14, sugerindo que 0s
efeitos inibitorios do estradiol s@o exercidos de forma indireta através de
outra populagdo neuronal, o que poderia demandar um tempo maior de
reposicdo hormonal para que pudesse ser evidenciada hipofagia nestes
animais.

Adicionalmente, ndo pode ser descartada a possibilidade de que
no ARC o estradiol também possa ter agido em receptores de membrana
como Gg-mER, uma vez que, este receptor é expresso ha membrana dos
neurdnios POMC e AgRP que participam do controle da ingestdo
alimentar (LAGRANGE, RONNEKLEIV e KELLY, 1997; QIU et al.,
2003, 2006; SMITH et al., 2013). Sendo assim, a liga¢do do estradiol a
estes receptores poderia desencadear respostas mais rapidas nos
comportamentos ingestivos.

Similar ao que foi observado no HL, o pré-tratamento com o
antagonista seletivo dos receptores 5-HTia (WAY100635) no ARC
bloqueou a hipofagia ocasionada por injecGes do agonista 8-OHDPAT
nas ratas OVX+E. Desta forma, tanto os resultados obtidos no HL,
como no ARC, demonstraram que estes receptores compdem o circuito
serotonérgico que controla a ingestdo alimentar, e mais do que isso,
indicam que a presenca do estradiol é fundamental para que ocorra
reducdo na ingestdo alimentar quando estes receptores sdo ativados no
ARC.

Estudos sobre os circuitos serotonérgicos presentes no ARC
demonstram que a ativacdo de receptores 5-HTig hiperpolariza os
neurbnios que expressam AgRP reduzindo os efeitos inibitorios
GABAGérgicos sobre os neurdnios que expressam POMC levando a
hipofagia. Além disso, também indicam que a ativacdo de receptores 5-
HT.c aumenta a atividade dos neurdnios POMC e o processamento em
o-MSH provocando reducdo na ingestdo alimentar. (DE VRY e
SCHREIBER, 2000; HEISLER et al., 2006). Portanto, os resultados
aqui apresentados, que mostram a participacdo dos receptores 5-HT1a
neste circuito serotonérgico que controla a ingestdo alimentar, ampliam
0 conhecimento em relacdo a circuitaria serotonérgica envolvida com o
controle da ingestao alimentar.

Além disso, ndao foram observadas alteracdes na duracdo dos
comportamentos ndo ingestivos (locomocao, imobilidade, exploracéo
nao locomotora, exploracdo vertical, autolimpeza e exploracdo do
alimento) ap6s injecbes de 8-OHDPAT no ARC de ratas OVX e
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OVX+E, demonstrando que os efeitos hipofagicos observados nos
animais OVX+E ndo podem ser atribuidos as alteracbes na atividade
motora ou a outros comportamentos ndo ingestivos. Estes dados sdo
similares aos encontrados por Steffens et al. (2008, 2010) em animais
intactos, bem como, aos resultados encontrados nos animais OVX e
OVX+E apds ativacdo dos receptores 5-HT1a no HL.

Igualmente ao que ocorreu HL, no ARC também ndo foram
observadas alteracGes na ingestdo, duracdo e laténcia para ingestdo de
dgua nos animais OVX e OVX+E apés injecbes de 8-OHDPAT,
sugerindo que tanto o estradiol, como a ativagéo dos receptores 5-HTa,
ndo afetam a ingestdo de A&gua. Estes resultados também foram
semelhantes aos encontrados em ratas intactas (STEFFENS et al., 2008;
2010).

Portanto, os resultados obtidos no ARC, indicam que a influéncia
serotonérgica sobre a ingestdo alimentar é afetada pelas flutuacbes nas
concentracdes de estradiol. Os animais OVX+E mostraram uma resposta
hipofagica similar aquela observada em animais intactos em estro
(STEFFENS et al., 2008; 2010) ap06s a ativacao dos receptores 5-HT1a.
Juntos, esses resultados sugerem que o0 estradiol exerga apenas seus
efeitos fasicos sobre o circuito serotonérgico presente no ARC que
participa do controle da ingestdo alimentar.
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7. CONCLUSOES

Os resultados descritos no presente trabalho nos permitem
concluir que o estradiol influencia os circuitos serotonérgicos que
controlam a ingestdo alimentar no HL e no ARC. Como estudos
anteriores do nosso grupo ja haviam sugerido que no ARC as variagdes
hormonais ao longo do ciclo estral poderiam influenciar estes circuitos,
0s resultados aqui apresentados confirmam que o estradiol realmente,
influencia estes circuitos serotonérgicos presentes no ARC que
controlam a ingestdo alimentar. Além disso, esses resultados evidenciam
gue neste nlcleo o estradiol exerce seus efeitos inibitorios fasicos, pois
na auséncia dos esteroides ovarianos (OVX) a ativagéo dos receptores 5-
HT1a ndo alterou a resposta ingestiva.

No HL, os estudos anteriores do grupo com ratas intactas ndo
haviam evidenciado de modo consistente a influéncia dos horménios
ovarianos sobre o0 circuito serotonérgico que controla a ingestdo
alimentar. Todavia, 0 emprego de animais ovariectomizados no presente
estudo, conseguiu demonstrar que no HL o estradiol exerce seus efeitos
inibitérios tdnicos sobre a circuitaria serotonérgica que controla a
ingestdo alimentar. Estes resultados indicam que as flutuagdes
hormonais tém pouca ou nenhuma influéncia sobre os circuitos
serotonérgicos presentes no HL envolvidos com a ingestdo alimentar.

Portanto, os resultados aqui apresentados representam um avango
no entendimento da complexa regulagdo da ingestdo alimentar,
demonstrando pela primeira vez a influéncia fasica e ténica do estradiol
sobre os circuitos serotonérgicos que participam do controle da ingestdo
alimentar nestes dois nucleos hipotalamicos analisados.
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ANEXO 1

Protocolo de aprovagdo do comité de ética no uso de animais.

Protocolo
PPOOTSS
Tituls

na L e de e Ingestla de Allments para a avalisgio da ingestSs
de alirments & sus com cor e

Data de Entrada

21/05/2012

Cansideracties
Oficio n° 001/CEUA/FROPESQ/2015

Do: Presidente da Comissdo de Etica no Uso de Animais- CEUA
Ao(a): Prof(a) Dr{a) Marta Aparecida Paschaolini

Prezado(a) Professor(a),
Em relacfio ao protocolo de pesquisa sob sua responsabilidade a CEUA deliberou o

segumnte:

- APROVADO AD REFERENDUM o adendo com as novas metodologias e
suplementaciio de dois mil e quinhentos ratos (Rattus Norvegicus).

Adita-se o Oficio n° Oficio n° 5%/CEUA/PRPEN011
Do: Presidente da Comissio de Etica no Uso de Animais CEUA

Ao(a): Profa) Dr(a) Marta Aparecida Paschaolini, Departamento de Ciéncias
Fisiolégicas - OCB

Prezado(a) Professor(a),
Em relacfio ao protocolo de pesquisa sob sua responsabilidade a CEUA deliberou o

seguinte:

Os procedimentos elencados no parecer final estio credenciados para uso no seu
laboratério pelo periode de quatro anos. Qualquer alteracdo destes, ou inclusdo de
novos, deverdo ser apreciades pela CEUA-UFSC novamente.

Este credenciamento & valido para a utilizaciio das espécies animais: quatro mil ratos
(Rattus Norvegicus).

Procedéncia do animal: Biotério Central da UFSC.

Por ocasifio do término deste periodo de credenciamento, DEVERA SER
APRESENTADO RELATORIOQ detalhado relacionando o uso de animais com estes
procedimentos aos resultados obtides, conforme formulinio ON LINE CEUA.

Atenciosamente,

Relatéric Final previsto para (90 dias apés término da vigénela do protocolo ou ne momento da
d )

[l

Data 05/08,/2016

Data 25/02/20:

Parecer{es): 7 = :
( {ﬁl OUA AA

Prof. Assoc. Carlos Rogério Tonussi, D.Sc.
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - PRPE - UFSC
PRESIDENTE




