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EPIGRAFE

“...Life's a journey, not a destination
And I just can't tell just what tomorrow brings
You have to learn to crawl

Before you learn to walk...”

Trecho da musica “Amazing” de Aerosmith.






Resumo

O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da injecdo de
agonistas o-adrenérgicos no nlcleo dorsal da rafe (DRN) sobre os
comportamentos relacionados a ingestdo de alimentos em ratos saciados e
submetidos o jejum noturno. Ratos wistar, machos e adultos, com canulas-
guia implantadas cronicamente no DRN foram injetados com adrenalina
(AD) (doses de 6, 20 e 60 nmol) ou com noradrenalina (NA) nas mesmas
doses , além de agonista a-1 adrenérgico Fenilefrina (FEN) e agonista a-2
adrenérgico Clonidina (CLO) seguida pela avaliagdo de pardmetros
comportamentais ingestivos. O comportamento foi monitorado durante 60
minutos e a quantidade de alimento e &gua ingerida foi avaliada. Os
tratamentos com AD e NA na dose de 60 nmol e com CLO na dose de 20
nmol aumentaram a ingestdo de alimento em ratos saciados, aumentando
também a duracdo e a frequéncia e diminuindo a laténcia para iniciar o
consumo. Em ratos submetidos ao jejum noturno, a dose de 60 nmol de AD
e NA e a dose de 20 nmol de FEN diminuiram a ingestdo alimentar quando
comparado ao grupo controle. Este efeito veio acompanhado também de
queda na duracdo do comportamento ingestivo. A ingestdo hidrica foi
alterada apenas nos animais submetidos ao jejum noturno, ocorrendo uma
diminuigdo na quantidade de &gua consumida. As andlises
imunistoquimicas revelaram que houve um aumento de atividade neuronal
no nucleo paraventricular do hipotdlamo (PVN) e um aumento de atividade
de neur6nios a-MSH+ no nicleo arqueado (ARC) ap6s a inje¢do de CLO
20 nmol no DRN de ratos saciados. Em contrapartida, houve uma
diminuicdo da atividade neuronal no PVVN e uma diminuicdo da atividade de
neurdnios a-MSH+ no ARC ap6s a injegdo de FEN 20 nmol no DRN de
ratos submetidos ao jejum noturno. Em concluséo, os resultados indicam

uma ativagao diferencial dos receptores a adrenérgicos do DRN, que parece



ser dependente da disponibilidade do alimento. Além disso, as modificacfes
na atividade neuronal encontradas no PVN e em neurdnios POMC do ARC
apos as modificagdes na neurotransmissdo adrenérgica no DRN sugere que
este ndcleo atue através de mecanismos homeostaticos no controle da
ingestdo alimentar.

Palavras Chave: Ndcleo dorsal da rafe, serotonina, ingestdo de alimentos,

receptores adrenérgicos, nlcleo paraventricular, nicleo arqueado.



Abstract

The present study aimed to evaluate the effects of the injection of a-
adrenergic agonists into the dorsal raphe nucleus (DRN) on behaviors
related to food intake in free-feeding rats and and fasted. Adult male wistar
rats with chronically implanted cannulae in the DRN were injected with
adrenaline (AD) or noradrenaline (NA) (both at doses of 6, 20 and 60
nmol), or a-1 adrenergic agonist Phenylephrine (FEN) or a-2 adrenergic
agonist Clonidine (CLO) (both at doses of 6 and 20 nmol). The injection
were followed by the evaluation of ingestive behavioral parameters. Food
and water intake was evaluated for 60 minutes. Administration of AD and
NA at 60 nmol and CLO at 20 nmol increased food intake and decreased
latency to start consumption in free-feeding rats. AD, NA (both at dose of
60 nmol) and FEN (20 nmol) decreased food intake in fasted rats when
compared to the controle group. This effect was followed by a decrease in
the duration of ingestive behavior. Water intake was decreased only in
fasted animals. Immunohistochemical analyzes revealed an increase in Fos
positive neurons in the paraventricular nucleus of the hypothalamus (PVN)
and an increase of a-MSH + neurons activity in the arcuate nucleus (ARC)
after injection of CLO 20 nmol in the DRN of free-feeding rats. In contrast,
there was a decrease in neuronal activity in the PVN and a decrease in a-
MSH + neurons activity in the ARC after the injection of FEN 20 nmol in
the DRN of fasted. In conclusion, these results highlight the functional role
of DRN adrenergic receptors in the control of food intake and indicate a
differential activation of the DRN adrenergic receptors, which appears to be
dependent on food availability. In addition, the modifications in neuronal
activity found in PVN and in POMC neurons of the ARC after the
modifications in adrenergic neurotransmission in DRN suggest that this

nucleus controls food intake through homeostatic mechanisms.
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1. Introducao

1.1 O controle da ingestdo alimentar.

O interesse pelo estudo dos mecanismos envolvidos no controle da
ingestdo alimentar cresceu bastante nos dltimos tempos na tentativa de
controlar o aumento da grande prevaléncia da obesidade na populacéo
mundial. O aumento da ingestdo alimentar envolve uma interseccdo de
fatores ambientais, fisioldgicos e genéticos, que sdo amplamente integrados
por circuitos neurais no cérebro. Devido ao papel privilegiado do sistema
nervoso no controle de diversos tipos de comportamentos, a neurobiologia do
apetite é fundamental para entender como a aquisi¢éo e ingestao de alimentos

é regulada (Sternson e Eiselt, 2017).

O controle do comportamento alimentar envolve varios niveis de
organizacdo, tais como 0 homeostatico e o hedonistico (Antunes-Rodrigues et
al., 2002). O controle homeostatico do apetite tende a manter as reservas
energeéticas do corpo constantes por meio de mecanismos de curto e longo
prazo. Os mecanismos de curto prazo sdao mediados pelas informacGes que
tem origem no trato digestorio induzidas pelo consumo de alimento. As
informagdes do trato digestorio chegam ao sistema nervoso central (SNC) por
vias vagais ou através da liberacdo de hormdnios enddcrinos de origem
intestinal. Durante 0 processo de ingestdo alimentar, o SNC recebe sinais
sensoriais pos-ingestivos do trato gastrointestinal (Gl), por exemplo. Existem
mecanorreceptores que sinalizam a distensdo géastrica causada pela presenca
do alimento, fornecendo uma indicacdo da quantidade de alimento
consumido. Além disso, quimiorreceptores detectam a presenca de nutrientes
fornecendo informacBes sobre a composi¢do nutricional dos alimentos

consumidos através da liberacdo de CCK, GLP ou Grelina, por exemplo,



transmitindo a informagdo via nervo vago para o SNC ou através da corrente
sanguinea atravessando a barreira hematoencefélica (Harrold, et al., 2012).
Os sinais do trato Gl séo transmitidos ao cérebro, principalmente via nervo
vago, para o nucleo do trato solitario (NTS; Smith, 1996), localizado no
tronco encefalico, onde podem ser repassados diretamente para nucleos
hipotalamicos, ou indiretamente para o cortex através de estruturas do tronco
cerebral, como o locus coeruleus e os nicleos da rafe (Berthoud, 2002;
Schwartz et al., 2000).

Os mecanismos de longo prazo sdo mediados pelas informacGes
periféricas sobre o armazenamento das calorias ingeridas do organismo que
chegam ao SNC, onde atuam estimulando ou inibindo a ingestdo alimentar
(Harrold, et al., 2012). Essas informagdes partem do tecido adiposo e a
informacdo chega ao hipotalamo, principalmente, por meio da liberacdo de
um horménio produzido pelos adipécitos, denominado leptina. Além disso, a
concentragdo de insulina no sangue também € um importante sinal que
informam o SNC sobre o estado nutricional do organismo (Schwartz et al.,
2000). O controle hed6nico do apetite é mediado através dos sistemas de
recompensa. Tais sistemas sdo ativados, por exemplo, por alimentos
altamente palataveis, mantendo o estimulo para comer baseado no prazer
sensorial e na recompensa, em vez da necessidade bioldgica. E neste nivel de
controle que avaliamos as caracteristicas de um alimento, como sua
palatabilidade, seus aspectos nutricionais e 0 quao prazeroso é este alimento
(Saper et al., 2002; Harrold, et al., 2012).

A sinalizacdo periférica gerada como consequéncia da ingestdo
alimentar, pode ser classificada em sinais episddicos e tdnicos, de acordo
com a duracdo do seu efeito sobre a ingestdo alimentar (Halford e Blundell,
2000). Acerca dos sinais episddicos, estes sao sinais de curto prazo gerados

pelo consumo recente de alimento, como a colecistocinina (CCK), um



horménio liberado por células intestinais em resposta a presenga de acidos
graxos livres e proteinas no duodeno. A atuagdo da CCK no comportamento
alimentar ja é bem descrita na literatura, atuando como um horménio que
medeia a interrupcdo da refeicdo e, possivelmente, as fases iniciais do
processo de saciedade (Moran e Dailey, 2011; Moran e Schwartz, 1994). A
principal via de comunicacdo da CCK com o cérebro ¢ através de aferéncias
neuronais via nervo vago até o tronco encefalico, com os sinais sendo
retransmitidos para o hipotdlamo (Beglinger et al., 2001). No entanto, a
redugdo da ingestdo alimentar através de infusdo de CCK intravenosa é
apenas parcialmente atenuada pela vagotomia, sugerindo que a CCK podem
ndo depender totalmente dessa via para exercer seus efeitos anoréxicos
(Zhang e Ritter, 2011). Além disso, receptores do tipo CCK-1 podem ser
encontrados em nucleos hipotalamicos, sugerindo que a CCK também possa
atuar diretamente nesta regido (Blevins et al., 2000).

Além da CCK, existem outros hormdnios e peptideos liberados em
resposta a presenga de alimento no trato GIl, como o GLP-1, O PYY e a
Grelina. O GLP-1 é um horménio secretado por células duodenais do tipo L
em resposta a presenca de carboidratos (Lavin et al., 1998). O papel principal
do GLP-1 na regulacéo do apetite é estimular a liberacéo de insulina, retardar
0 esvaziamento gastrico (Naslund et al., 1999), além de inibir a ingestdo de
alimentos (Flint et al., 1998). Assim como o GLP-1, o peptideo YY (PYY)
também ¢€ liberado por células L duodenais, porém em resposta a presenca de
acidos graxos livres e &cidos biliares no intestino (Onaga et al., 2002).

A liberagdo do PYY parece estar limitada ao final da refeicdo, provocando
uma diminui¢do no esvaziamento gastrico e consequentemente uma reducao
na ingestdo de alimentos (Batterham et al., 2002). A Grelina é um horménio
com acdo diferenciada dos demais, pois estimula a ingestdo alimentar ao

invés de inibir. E encontrada no cérebro e em toda a periferia, principalmente
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no estdomago. A grelina responde ao estado nutricional, com concentragdes
que atingem picos maximos imediatamente antes do inicio da refeicdo, e
queda apds a ingestdo, dependente do valor energético dos alimentos
consumidos (Cummings et al., 2001; Callahan et al., 2004). Além disso, a
administracao periférica e central da grelina estimula a ingestdo alimentar em
ratos e camundongos (Wren et al., 2000). A acdo da grelina pode ser mediada
através do nervo vago ou diretamente sobre o SNC, estimulando
principalmente neurdnios que expressam o neuropeptideo Y (NPY) no nicleo
arqueado do hipotalamo (ARC; Nakazato et al., 2001; Shintani et al., 2001).

O hipotalamo foi a primeira estrutura cerebral reconhecida por
exercer o controle da ingestdo de alimentos através da descoberta de que
lesbes no eixo hipotdlamo-hipdfise resultavam em obesidade em animais
(Brobeck, 1946). Além disso, a estimulagdo elétrica do hipotadlamo induz
comportamentos motivacionais como sede e fome em ratos (Valenstein et al.,
1968). Estudos posteriores de lesdo e estimulagdo elétrica identificaram
varios ndcleos hipotaldamicos que sdo importantes na regulagdo do
comportamento alimentar, como o nucleo paraventricular (PVN), nucleo
arqueado (ARC), area hipotalamica lateral (LHA), hipotalamo ventromedial
(VMH) (Adan et al., 2008; Berthoud, 2002).

O ARC é um dos principais locais de entrada de sinais oriundos da
periferia que indicam o estado nutricional do organismo. Recebe informac6es
de longo prazo sobre o estado energético do tecido adiposo via leptina, de
forma intermediaria através da insulina, grelina e aferencias vagais do Gl e de
forma imediata através da glicose (Berthould, 2002). O ARC possui
neurdnios orexigénicos e anorexigénicos. A populagdo neuronal orexigena
NPY e o peptideo relacionado ao agouti (AgRP), enquanto que a anorexigena
expressa o0 transcrito regulado pela cocaina e anfetamina (CART), o

horménio estimulador de a-melandcitos (a-MSH) e a pré-opiomelanocortina



(POMC; Elias et al., 1998). O ARC também tem extensas conexfes
reciprocas com outros ndcleos hipotalamicos reguladores do apetite,
incluindo o PVN, VHM e LHA (Collin et al., 2002; Currie et al., 2002; De
Vry e Schreiber, 2000; Leibowitz e Alexander, 1998).

O PVN funciona como um centro integrador de diversos sinais de vias
neuronais importantes na regulacéo da ingestdo alimentar. Estas vias incluem
os neurbnios do ARC NPY/AgRP e POMC/CART e o0s neurbnios
orexinérgicos da AHL (neurdnios que expressam o horménio concentrador de
melanina (MCH) e a orexina; Elmquist et al., 1998). Lesdes no PVN de ratos
resultam em hiperfagia e obesidade (Leibowitz et al., 1981). Injecbes de
noradrenalina (NA) (Leibowitz, 1978) e adrenalina (AD) (Leibowitz, et al.,
1988) no PVN mostraram que essas catecolaminas estimulam o consumo de
alimentos. Por outro lado, o PVN ¢ particularmente sensivel ao efeito
inibitério induzido por agonistas de receptores 5-HT sobre a ingestdo de
alimentos (Hutson et al., 1988). O PVN também se comunica com &reas do
tronco encefalico que desempenham papel no controle alimentar. Neurdnios
do PVN projetam-se para 0 NTS (Blevins et al., 2003) e para os nucleos da
rafe, como o Nucleo Dorsal da Rafe (DRN) por exemplo (Vertes e Linley,
2008).

O VMH é uma das principais estruturas cerebrais envolvidas no
controle do apetite e da saciedade (Schwartz et al., 2000). Les6es eletroliticas
no VMH resultam em aumento na ingestdo alimentar e obesidade
(Hetherington e Ranson, 1940; Hoebel e Teitelbaum, 1966), sendo assim
considerado um importante centro de saciedade (Schwartz et al., 2000). Além
disso, 0 VMH possui receptores a adrenérgicos (Leibowitz, 1970) e inje¢des
de agonistas a-adrenérgicos no VMH mostraram-se capazes de aumentar a

ingestdo alimentar em ratos (Leibowitz, 1978).



A LHA, desde os estudos iniciais de lesdo de Anand e Brobeck
(1951), vem sendo implicada na regulacdo do comportamento ingestivo. A
estimulacdo elétrica da LHA aumenta a ingestdo de alimentos em ratos, efeito
este encontrado até mesmo em animais saciados (Herberg e Blundell, 1967).
A LHA possui neurbnios que expressam o hormonio concentrador de
melanina (MCH) e a orexina (Bittencourt et al., 1992; De Lecea et al., 1998;
Sakurai et al., 1998), dois peptideos importantes para o desempenho de suas
fungdes sobre a regulacdo da ingestdo alimentar. InjecGes
intracerebroventriculares de MCH aumentam a ingestdo de alimentos em
ratos (Qu et al., 1996), enquanto que camundongos nocaute para a expressao
de MCH so hipofégicos e tem baixo peso corporal (Shimada et al., 1998). J&
camundongos que expressam MCH de modo excessivo sdo obesos e
hiperleptinémicos (Ludwig et al., 2001). Injecbes ICV de orexina também
aumentam a ingestéo de alimentos em ratos e a restrigdo alimentar aumenta a
expressdo de RNAm de orexina (Clegg et al., 2002; Sakurai et al., 1998).
Além disso, propde-se que a LHA seja um local de integracdo para
informacdes relacionadas a recompensa e homeostase energética através de
conexdes neuronais com nucleos importantes relacionados & aprendizagem
motivacional, como a amigdala basolateral (Petrovich et al., 2002). Estudos
de lesGes neste nucleo ja demonstraram sua influéncia sobre os
comportamentos ingestivos, produzindo aumento da ingestdo de alimentos e
ganho de peso corporal em ratos (Fonberg, 1971; Ganaraj e Jeganathan,
1998; Korczynski e Fonberg, 1979).

1.2 O ndcleo dorsal da rafe, a serotonina e sua participagdo no controle

da ingestéo de alimentos.

Os nlcleos da rafe sdo considerados como a principal fonte de 5-HT

(serotonina) encefalica e constituem uma populacdo neuronal heterogénea



localizada na linha média do tronco encefalico, exibindo diversidade
morfologica e caracteristica funcional (Azmitia e Segal, 1978; Jacobs e
Azmitia, 1992; Takase e Nogueira, 2008). Os nlcleos da rafe foram
identificados e organizados em nove grupos de células serotonérgicas por
Dahlstrom e Fuxe (B1 a B9) (Vertes e Linley, 2007). Ao longo do bulbo
localizam-se os nlcleos da rafe caudais, denominados palido (B1), obscuro
(B2) e magno (B3) tendo suas projecdes para o tronco encefalico inferior. Na
ponte e mesencéfalo estdo os nucleos da rafe rostrais, denominados pontino
(B5), dorsal (B7) e mediano (B8) ascendendo o tronco encefélico superior e
prosencéfalo basal pelo feixe prosencefalico medial (Jacobs e Azmitia, 1992;
Vertes e Linley, 2007). O ndcleo dorsal da rafe (DRN) e o nucleo mediano da
rafe (MNR) d&o origem a quase totalidade das projecdes serotonérgicas para
o prosencéfalo (Lucki, 1998; Adell et al., 2002).

Os axonios origindrios do DRN representam distintos sistemas de
projecdo serotonérgica e cada via predomina em uma determinada estrutura
terminal (Mokler et al., 2009). Os neurbnios serotonérgicos presentes do
DRN enviam proje¢des para o estriado dorsal e ventral, o hipocampo ventral,
amigdala, nacleo accumbens, substancia nigra, cdrtex cerebral, septo lateral e
diversas estruturas hipotalamicas (Moore et al., 1978; Azmitia e Segal, 1978;
Vertes e Linney, 2007; Lechin et al., 2006). O nicleo paraventricular do
hipotalamo (PVN) é extensamente inervado pelo DRN, sendo também um
dos principais locais onde a 5-HT atua modulando a ingestéo de alimento em
mamiferos (Berthoud. 2002; Vertes e Linney, 2007). Além disso, o0 DRN
recebe aferéncias neuronais diretas provenientes do PVN e VMH (Vertes e
Linley, 2008). Os nucleos da rafe e suas projecOes estdo representados na

figura 1.
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Figura 1: Desenho esquematico representando a localizagdo dos nucleos da rafe de
uma seccdo sagital do encéfalo de rato e as suas proje¢des. Abreviaturas: C. Put =
caudado putamen (Adaptado de Frazer e Hensler, 1999).

Deve-se ressaltar que existem consideraveis diferengas morfoldgicas
e funcionais entre DRN e o0 MRN (Moliver, 1987). O DRN apresenta finas
fibras com uma distribuicdo difusa, alta densidade de transportadores de 5-
HT e suscetibilidade a agentes neurotoxicos. O MNR apresenta fibras
espessas e com uma distribuicdo topografica mais precisa, com uma baixa
densidade de transportadores de 5-HT e baixa suscetibilidade a agentes
neurotoxicos (Hensler, 2006; Moliver, 1987). Além disso, o DRN e o0 MNR
fazem um intercdmbio de projecdes axonais serotonérgicas em proporcao a
sua populagdo de neurdbnios 5-HT (Lechin et al, 2006; Vertes e Martin,
1988), sugerindo uma possivel coordenacdo de ambos os nicleos na de 5-HT
prosencefalica (Mokler et al., 2009; Vertes et al., 1999).

A 5-HT é um neurotransmissor que comp8e o0 grupo das aminas
biogénicas, incluindo ainda as catecolaminas (noradrenalina, adrenalina e
dopamina; Kandel et al., 2000). A 5-HT influencia uma variedade de
sistemas fisiolégicos, tais como o sistema cardiovascular, respiracdo e
termoregulagdo, e uma variedade de fungbes comportamentais como ritmo
circadiano, ciclo sono-vigilia, apetite, agressividade, comportamento sexual,

sensibilidade a dor e aprendizado (Lucki, 1998). Diversas pesquisas



demonstraram que a manipulacdo farmacoldgica de 5-HT, especialmente em
centros do controle do apetite no hipotadlamo, pode culminar em alteragdes
sobre a ingestdo de alimentos (Blundell e Latham, 1979). O efeito da 5-HT
na regulacdo alimentar é associado a saciedade e sua supressao provoca
aumento da alimentacdo (Blundell, 1991). A administracdo de 5-HT ou de
seus precursores (triptofano ou 5-hidroxitriptofano) em ratos, diminui
significativamente a quantidade, a frequéncia e a duracdo da ingestdo de
alimentos (Blundell e Latham, 1979; Halford et al., 2007; Montgomery et al,.
1985). Inibidores seletivos da recaptacdo de 5-HT, como a fluoxetina,
sertralina e sibutramina tém demonstrado serem potenciais redutores da
ingestdo de alimento e indutores da perda de peso em mamiferos (Halford et
al., 2007). Ja o uso de drogas que blogueiam sintese neuronal de 5-HT, induz

aumento na ingestdo alimentar (Mackenzie et al., 1979).

O DRN é uma das areas do cérebro com a mais alta densidade de
receptores 5-HT1, (Adell et al., 2002; Chalmers e Watson, 1991; Kia et
al.,1996). Estes receptores atuam como autorreceptores somatodendriticos em
neurdnios serotonérgicos, sendo este mecanismo chamado de autorregulacao
de células serotonérgicas. Agonistas de receptores 5-HT1,, como a 8-hidroxi-
2 (di-n-propilamino) tetralina (8-OH-DPAT) quando injetados no DRN,
estimulam a ingestdo de alimento (Bendotti e Samanin, 1986; Currie e
Coscina, 1993; Fletcher e Coscina, 1993) por intermédio da inibicdo da
atividade neuronal serotonérgica e reducdo na liberacdo de 5-HT em regides

prosencefalicas terminais.
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1.3 Relagbes entre o comportamento de ingestdo alimentar, o sistema

noradrenérgico e a serotonina.

Além da 5-HT, noradrenalina (NA), glutamato, &cido gama-
aminobutirico (GABA), dopamina, glicina, éxido nitrico e também
neuropeptideos, podem influenciar a acdo dos neurbnios 5-HT do DRN e
MNR, alterando a frequéncia de disparos e, consequentemente, 0s
comportamentos ingestivos (Adell et al., 2002; Wirtshafter, 2001),

mecanismo este denominado de heterorregulagdo (Figura 2).
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Figura 2: Representacdo esquematica de estruturas e neurotransmissores envolvidos
na regulagdo de neurdnios 5-HT. Os principais neurotransmissores envolvidos séo
noradrenalina, glutamato e GABA. As siglas apresentadas sdo: nucleo pontino (pons)
(incluindo o locus coeruleus, LC), cortex prefrontal medial (mPFC), habenula lateral
(LHb), substancia nigra (SN), substancia cinzenta periaquedutal (PAG), bem como as
diferentes areas hipotalamicas (HTL), dorsal da rafe (DR), mediano da rafe (MnR)
(Adaptado Adell et al., 2002).

Sistemas adrenérgicos sdo circuitos neurais que utilizam NA ou
adrenalina (AD) como neurotransmissores e tém funcBes importantes na

ingestdo de alimentos, cogni¢do, reproducdo, emocao, entre outros. (Marino-
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Neto et al., 2004). O locus coeruleus (LC) é a principal fonte de
noradrenalina (NA) no sistema nervoso central (Kandel et al., 2000) e o DRN
recebe projecOes aferentes noradrenérgicas deste ndcleo (Adell et al., 2002).
Estudos apontaram a presenca de niveis relativamente elevados de RNAm
para a expressdo de receptores a-1 (Day et al., 2004) e receptores a-2 (Rosin
et al., 1993; Talley et al., 1996; Unnerstall et al., 1985) no DRN e no MRN.
Os receptores a-1 adrenérgicos parecem estar situados no corpo celular de
células 5-HT (Gallagher e Aghajanian, 1976), enquanto que os receptores o.-2
estdo localizados nas terminacgBes nervosas noradrenérgicas (Haddjeri et al.,
1996; Yoshioka et al., 1992).

As aferéncias noradrenérgicas exercem um controle facilitatério na
liberagdo de 5-HT, agindo através de receptores a-1 adrenérgicos (Adell et
al., 2002). Estudos eletrofisiolégicos demonstram que a ativagdo de
receptores a-1 aumenta a taxa de disparo de neurbnios serotonérgicos no
NDR (Baraban e Aghajanian, 1980; Marwaha e Aghajanian, 1982;
Vandermaelen e Aghajanian, 1983). Além disso, antagonistas a-1 diminuem
a liberacdo de 5-HT nas areas de projecdo (Bortolozzi and Artigas, 2003;
Hjorth et al., 1995; Rouquier et al., 1994). Contrariamente aos receptores a-1,
0s receptores o-2 exercem um papel inibitorio sobre a liberacdo de 5-HT
(Adell et al., 2002). A ativagdo de receptores a-2 diminui a taxa de disparos
em neurdnios 5-HT do DRN (Haddjeri et al., 1996; Svensson et al., 1975). A
injecdo de clonidina, um agonista de receptor o-2 adrenérgico, diminui a
liberagdo de 5-HT em torno de 60% no DRN dos valores basais, enquanto
que um antagonista o-2 aumenta a liberacdo (Adell et al, 2002). Estes
resultados sugerem que a ativagdo dos receptores o-2 inibe a liberagdo de NA
em terminais pré-sinapticos noradrenérgicos, eliminando assim o tonus
estimulante dos receptores o-1 adrenérgicos sobre 0s neurdnios

serotonérgicos, o que resulta em diminuicdo da liberacdo de 5-HT (Bortolozzi
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e Artigas, 2003). Assim como ocorre no NDR, os neurdnios serotonérgicos
do MRN também parecem sofrer influéncia regulatéria através do sistema
noradrenérgico. Estudos de microdialise demonstraram que a administracao
de um agonista a-ladrenérgico pode aumentar a libertagdo de 5-HT no NMR,
enquanto que um antagonista a-1 adrenérgico suprime essa liberacdo (Adell e
Artigas, 1999).

Ao longo dos dltimos anos, nosso laboratério tém realizado diversos
trabalhos com foco no MRN e sua possivel participagdo no controle da
ingestdo alimentar. A injecdo de adrenalina (AD) no MRN diminui o
consumo alimentar em ratos submetidos ao jejum noturno (Maidel et al.,
2007), mas aumenta a ingestdo de alimentos em ratos saciados (dos Santos et
al., 2009). Estes efeitos duais da AD sobre a ingestdo de alimento foram
atribuidos a ativacao diferencial de receptores adrenérgicos pré- (a-2) e pos-
sinapticos (a-1) no MRN dependente do estado alimentar do animal. Ao
injetar a AD em animais saciados, sua acdo ocorre através de receptores a-2,
gue atuam como auto receptores que controlam a liberacdo de NA enddgena
(Adell e Artigas, 1999), diminuindo a atividade neuronal e a liberagdo de NA.
Com isso, ocorre uma diminui¢cdo da atividade neuronal, possivelmente
serotonérgica, e uma diminuigdo da liberacdo de 5-HT nas &reas de projecao,
suprimindo assim a agdo inibitéria da 5-HT sobre o comportamento
ingestivo. Em contrapartida, sugere-se que em animais submetidos ao jejum a
atividade neuronal serotonérgica endégena seja reduzida, predominando o
efeito das catecolaminas mediado através dos receptores a-1 adrenérgicos. O
resultado é a reducdo da ingestdo de alimento por meio da ativacdo destes
receptores e 0 consequente aumento na liberagdo de 5-HT em areas
hipotalamicas provocando hipofagia.

Experimentos com agonistas adrenérgicos especificos a-1 (fenilefrina)

e o-2 (clonidina) reforcam a hipdtese. A injecdo de clonidina, que reduz a
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liberacdo da catecolamina na sinapse por meio da ativagdo do receptor a-2,
no MRN de ratos saciados causou uma resposta hiperfagica que pode ser
comparada a resposta induzida pela AD (Mansur et al., 2010). Enquanto a
injecdo de fenilefrina ndo afetou o comportamento ingestivo (Mansur et al.,
2011a), a inje¢do de prazosin, um antagonista a-1, aumentou a ingestdo de
alimentos em ratos saciados (Mansur et al., 2011b). A hip6tese é que, em
animais saciados, a atividade adrenérgica endégena mediada por receptores
a-1 no MRN seja elevada e o consequente tonus inibitorio da 5-HT sobre a
ingestdo de alimento também elevado devido a uma maior liberacdo do
neurotransmissor nas areas de projecdo. Desse modo, a fenilefrina ndo
consegue se ligar aos receptores a-1 adrenérgicos do MRN por estes ja
estarem previamente ocupados pela NA enddgena. No entanto, a inje¢do de
fenilefrina no MRN diminui a ingestdo de alimentos em ratos submetidos ao
jejum (Ribas et al., 2012), possivelmente através da ativacdo dos receptores
a-1 e consequente aumento na liberacdo de 5-HT nas &reas de proje¢do. J& a
injecdo de clonidina ndo modifica o consumo (Ribas et al., 2012), sugerindo
que em animais privados de alimento a atividade adrenérgica enddégena
mediada por receptores a-1 esteja diminuida assim como o t6nus inibitério

serotonérgico sobre a ingestéo alimentar (Levone et al., 2015).

1.4 A Proteina Fos como marcador de atividade neuronal

Uma maneira de estudar as alteracdes no padrdo de atividade de
diferentes tipos neuronais é através dos genes de resposta imediata (GRI).
Eles foram descritos como uma classe de genes expressos de forma rapida e
transitoria em diferentes areas do sistema nervoso apo6s estimulagdo
especifica (Morgan e Curran, 1991; Sng et al., 2004). A proteina Fos, produto
do GRI c-fos, tem por funcGes alterar rapidamente a transcricdo de genes,
positivamente ou negativamente, em resposta a sinais da superficie celular

(Hoffmam et al., 1993). Em condi¢Ges normais ou basais, a expressao de Fos
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é reduzida ou ausente, porém é rapidamente induzida nos nucleos neuronais
em resposta a estimulos eficazes, atingindo o pico maximo de seus niveis
dentro de 90 a 120 minutos (Herdegen and Leah, 1998; Hoffman and Lyo,
2002). Além disso, sua expressdo pode ser combinada com outras técnicas de
imunoistoquimica para demonstrar a co-localizagdo com um antigeno
citoplasmatico, podendo ser um neurotransmissor (ex. serotonina) ou uma
enzima (ex. triptofano-hidroxilase) (Takase e Nogueira, 2008). A proteina
Fos tem sido aplicada com sucesso na verificacdo das alteracBes neuronais
relacionadas aos diferentes aspectos do comportamento alimentar em
roedores (Franchini et al., 2002; Olson, 1993; Takase e Nogueira, 2008),

sendo uma importante ferramenta metodol6gica utilizada no presente estudo.
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2. Justificativa

Apesar de diversos estudos mostrarem a influéncia dos receptores
adrenérgicos sobre o funcionamento dos neurbnios 5-HT do DRN
(Bortolozzi e Artigas, 2003; Haddjeri et al., 1996 Svensson et al., 1975)
existem poucas evidéncias mostrando como o sistema adrenérgico desse
nucleo influencia a ingestdo de alimentos. No entanto, em um estudo recente
demonstramos que o DRN est4 sob influéncia de sinais pés-prandiais gerados
durante a alimentagdo. A injecdo intracerebroventricular de AD em ratos
saciados resultou em aumento na expressao de Fos e sua co-localizagdo com
neurbnios 5-HT no DRN de ratos que tiveram acesso ao alimento durante o
registro comportamental, fato que ndo ocorreu em animais que ndo tiveram
acesso a dieta durante o experimento (Flores et al., 2018). Comparaces entre
animais com livre acesso ao alimento e com animais em jejum ou submetidos
a uma restricdo alimentar, mostraram que o nUmero de neurdnios
imunorreativos para Fos aumentou no DRN apds a ingestdo alimentar
(Takase e Nogueira, 2008; Wu et al., 2014). Estes resultados sugerem que 0s
neurbnios serotonérgicos do DRN podem ser ativados por sinais pés-
prandiais em resposta a alimentagdo. Dessa forma, formulamos a hipotese
que, assim como ocorre no MRN, a ativagdo diferencial de receptores a-1 e
a-2 adrenérgicos no DRN repercutira em respostas ingestivas dependentes do
estado alimentar do animal. Além disso, acreditamos que as respostas
ingestivas apos a ativagdo o adrenérgica no DRN poderdo envolver a
participacdo de nicleos hipotalamicos importantes para a regulacdo da
ingestdo alimentar, como o PVN e o ARC. A partir destas informacdes,
torna-se de grande relevancia estudar a neurotransmissdo adrenérgica no

DRN e seus efeitos sobre os comportamentos ingestivos.
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3 Objetivos

3.1 Obijetivo geral

Estudar os efeitos da injegdo de agonistas a-adrenérgicos no DRN
sobre os comportamentos relacionados a ingestdo de alimentos e sobre a
atividade neuronal de ndcleos hipotalamicos envolvidos com controle do

apetite e da saciedade em ratos.

3.2 Objetivos especificos

o Avaliar os efeitos da inje¢cdo de Adrenalina (AD) e Noradrenalina
(NA) no DRN sobre os comportamentos ingestivos e néo ingestivos em ratos
saciados e submetidos ao jejum noturno.

e Avaliar os efeitos da injegdo de agonista de receptor a-1 adrenérgico
Fenilefrina (FEN) e agonista de receptor a-2 adrenérgico Clonidina (CLO) no

DRN em ratos saciados e submetidos ao jejum noturno.

e Avaliar a expresséo da proteina Fos no Nucleo Paraventricular do
Hipotalamo (PVN), Nucleo Ventromedial do Hipotalamo (VMH), Nucleo
Arqueado (ARC), Area Hipotalamica Lateral (LHA ) e Amigdala basolateral
(BLA) apds injecao de agonista adrenérgico em ratos saciados e submetidos

ao jejum noturno.
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4. Materiais e métodos

4.1 Animais

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus)
machos com peso corporal entre 280 e 300g, provenientes do Biotério
Central da Universidade Federal de Santa Catarina. Os animais foram
alojados em caixas de polipropileno (49 x 34 x 16 cm), forradas com
maravalha, dispondo de &gua e alimento granulado (CR-1, Nuvilab) ad
libitum. Ficaram alojados no Biotério Setorial do Departamento de Ciéncias
Fisiologicas, com temperatura controlada em 21+2°C e ciclo claro-escuro de
12 horas, sendo o inicio do periodo de luz as 07:00h e término as 19:00h.
Todos os procedimentos experimentais desse estudo foram realizados de
acordo com os principios éticos de experimentacdo animal, postulados pelo
Colégio Brasileiro de Experimenta¢do Animal (protocolo CEUA: PP0075).

4.2 Procedimentos cirdrgicos

Os animais foram submetidos ao processo de cirurgia estereotéxica
para o implante de canulas guias e posterior microinjecdo da droga no DRN.
Para implantagdo da cénula guia, os animais foram anestesiados com uma
mistura de xilazina/cloridrato de cetamina (13 mg/Kg de xilazina; 87 mg/Kg
de cloridrato de cetamina) injetada por via intraperitoneal. Em seguida, 0s
animais foram adaptados ao aparelho estereotaxico (Marca Insight, Ribeirdo
Preto, Brasil) tendo a cabeca fixada por intermédio de barras posicionadas
nos condutos auditivos e incisivos superiores. Foi realizada tricotomia da
area desejada, assepsia e incisdo longitudinal para exposicdo da calota
craniana. Apds esse procedimento foi feita a raspagem do peridsteo para

melhor visualizagcdo das estruturas de referéncia. A seguir, uma canula guia
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feita a partir de segmento de agulha hipodérmica 11 (23G BD®), com 0,6
mm de didmetro externo e 16 mm de comprimento, foi posicionada 2 mm
acima do DRN para ndo lesionar o nucleo. As coordenadas para o DRN
foram: antero-posterior ao bregma: -7,9 mm; deslocamento lateral: +2,2 mm;
dorsoventral -4,8 mm (Paxinos e Watson, 2007). Para evitar o rompimento do
seio sagital superior e obstrucdo do aqueduto cerebral durante a cirurgia
estereotéxica, a haste foi inclinada 20°.

A canula foi fixada a calota craniana por meio de um parafuso de
aco inoxidavel e envolvido por acrilico autopolimerizavel. Um mandril de
aco inoxidavel foi introduzido no interior da cénula para evitar seu
entupimento. Ao final dos procedimentos cirurgicos, 0s animais retornaram
ao biotério onde foram mantidos individualmente, com 4gua e racdo ad
libitum, sendo manipulados para verificacdo das canulas guias e para limpeza
das caixas de hospedagem a cada dois dias. Apds o periodo de uma semana
para recuperagdo da cirurgia, os procedimentos experimentais foram

iniciados.

Figura 3: Aparelho estereotéaxico.
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4.3 Solugdes e doses administradas

As seguintes drogas e doses foram utilizadas:

e Adrenalina (AD, Sigma-Aldrich) nas doses de 6, 20 e 60 nmol,

e Noradrenalina (NA, Sigma-Aldrich) nas doses de 6, 20 e 60 nmol;

e Agonista adrenérgico a-1 Fenilefrina (FEN, Tocris) nas doses de 6 e 20
nmol;

e Agonista adrenérgico a-2 Clonidina (CLO, Tocris) nas doses de 6 e 20
nmol;

e Veiculo (SAL): solucdo de NaCl 0,9% estéril, pH 7.4.

4.4 Grupos experimentais

Durante uma semana apds o procedimento cirdrgico, 0s ratos
permaneceram no biotério setorial com livre acesso a alimento e agua. Apds
esse periodo os ratos foram mantidos em caixas individuais e separados em

dois grupos experimentais:

e Ratos saciados: Neste grupo, 0s animais receberam racdo e agua ad

libitum até o momento do experimento;

e Jejum Noturno: Neste grupo, no dia que antecedeu o experimento, 30
minutos antes do desligamento das luzes do biotério o alimento de cada
animal foi totalmente retirado de sua caixa hospedagem. Os ratos deste
grupo permaneceram aproximadamente 12-13 h sem acesso ao alimento,

mas com livre acesso a agua em todos 0s momentos.
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4.5 InjecGes das drogas

A administracdo do veiculo ou das drogas foi realizada através de
agulha injetora confeccionada a partir de uma agulha gengival odontoldgica,
30G (Injex, Industrias Cirtrgicas LTDA, Brasil). A agulha injetora mede 18
mm de comprimento, conectada por um tubo de polietileno (PE 10) a uma
microsseringa SGE® de 1uL. O comprimento da agulha injetora excedeu o
comprimento da canula guia em 2 mm. As solugdes foram administradas ao
longo de 1 minuto, seguido de mais 1 minuto de espera para melhor difusdo
da solugdo. O volume injetado foi sempre 0 mesmo (0,2uL) nos animais

despertos.

Figura 4: Sistema de injecéo das drogas.

4.6 Caixa de registro comportamental

A caixa de registro comportamental € confeccionada em vidro
transparente de 4 mm de espessura, possuindo as medidas de comprimento e
de largura similares aos da caixa de hospedagem (49 X 34 cm), porém, tendo
a medida de altura maior (40 cm) para evitar fugas. O chdo da caixa e as trés
paredes laterais sdo cobertas com adesivo plastico preto. Uma parede lateral

da caixa é mantida com vidro transparente onde esta colocado um espelho em
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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. O
registro do comportamento animal durante o experimento foi realizado

através de uma webcam posicionada sobre a caixa experimental.

Figura 5: Caixa experimental.

4.7 Procedimentos experimentais

No dia do experimento o animal foi retirado da sua caixa de
hospedagem e tratado com uma injecéo de veiculo (solugdo NaCl 0,9%) ou
droga. Imediatamente apds a microinjecdo, o animal foi colocado na caixa de
registro experimental onde estava depositada racdo granulada em uma placa
de petri e &gua em um bebedouro. Em seguida, o registro digital da sessdo
(60 minutos) foi iniciado. Ao término da sessdo, a racdo restante na caixa
experimental foi recolhida e pesada, sendo o consumo de alimento avaliado
pela diferenca entre a quantidade de racdo inicial e final. O animal foi
ambientado no periodo de dois dias antecedentes a data de experimento. A
ambientacdo consiste na simulagdo de todos os eventos que serdo feitos no

dia de experimento. Posteriormente os videos foram analisados em um
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microcomputador e as categorias comportamentais registradas através do
programa Etholog 2.2 (Ottoni, 2000). As categorias comportamentais que

foram analisadas foram as previamente descritas por Halford et al., 1998.

As categorias sdo:

e Ingestdo de alimento: Quando o animal se aproxima do comedouro e
ingere alimento;

e Ingestdo de agua: Quando o animal se aproxima do bico do
bebedouro e lambe a sua ponta;

e Exploracdo vertical: Exploracdo do ambiente apoiado somente nas
patas traseiras (ereto);

e Autolimpeza: Comportamentos tipicos de autolimpeza como: limpar
a cabeca com as patas, limpar as unhas, cogar 0 corpo ou genitais,
morder a cauda;

e Locomogdo: Qualquer deslocamento pela caixa, sem apresentar
outro comportamento citado;

e Imobilidade: O animal permanece imovel, sem apresentar outros

comportamentos.

Figura 6: Registro digital da sessdo.
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As variaveis analisadas para 0s comportamentos de ingestdo
alimentar foram a quantidade de alimento, a laténcia para iniciar o
comportamento (em segundos), a frequéncia (nimero de episédios que o
animal exibe tal comportamento ao longo dos 60 minutos de experimento) e a
duracdo total da execucdo do comportamento (em segundos) no decorrer dos
60 minutos de gravacdo. Para a ingestdo hidrica foi analisado somente a
quantidade de agua ingerida. Para os comportamentos ndo ingestivos foi

analisado apenas a duracdo do comportamento.

4.8 Confirmagao histoldgica do local de injecéo das drogas (DRN)

Ao final do experimento os animais foram anestesiados com uretana
e foi realizada a perfusdo transcardiaca com solugdo salina 0,9%, seguida por
solugdo de formalina 10%. Depois de dissecados, os cérebros foram retirados
do cranio do animal e mantidos em formol 10% por 48 horas. Os cortes
foram realizados em um criostato da marca Leica, modelo CM 1850 UV, a
temperatura de -25°C. Para isso, um dia antes do corte, os encéfalos foram
mergulhados em solucdo crioprotetora (tampéo fosfato e sacarose 10, 20 e
30%, progressivamente), sendo posteriormente cortados em fatias de 50 pm
no plano coronal. Os cortes foram montados em laminas gelatinizadas e
permaneceram secando por 24 horas. Em seguida foram coradas pelo método
de Nissl e permaneceram secando por igual periodo de tempo antes de serem
analisadas ao Microscopio Optico (MO). A reproducdo grafica dos cortes e
dos pontos de injecdo analisados ao MO foi realizada a partir do Atlas do
cérebro do rato Paxinos e Watson (2007). Somente dados de animais com as

canulas corretamente posicionadas foram incluidos no estudo.
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4.9 Imunoistoquimica Peroxidase

Para a realizacdo da imunoistoquimica, duas horas apds a injecdo
das drogas ou controle (duas horas apdés o inicio da gravacdo do
experimento), os animais foram anestesiados com uma mistura de
xilazina/cloridrato de cetamina (13 mg/Kg de xilazina; 87 mg/Kg de
cloridrato de cetamina) via ip. e perfundidos transcardialmente com uma
solucéo salina (0,9%) seguido por paraformaldeido (PFA 4%, pH 9,5 a 4 °C,
750 ml) por 25 minutos. Os cérebros foram removidos do cranio do animal,
pos-fixados durante 2 horas em PFA (4%) e transferidos para uma solucéo
crioprotetora tampdo salina fostato (PBS, pH 7,2, 0,1 M) contendo 20% de
sacarose por 12 horas. Os céerebros foram cortados em um criostato em fatias
de 40 pum no plano coronal, coletando quatro séries alternadas e
armazenando-as em solucdo anti-congelante & temperatura de -20°C, até
serem realizadas as rea¢des imunoistoquimicas.

Todos os passos de lavagens e incubac@es a seguir foram feitos sob
agitacdo suave. Para a imunoistoquimica para proteina Fos, os cortes foram
lavados em uma solucdo de 0,02M de tampao salina fostato potassio (KPBS,
pH 7,4) durante 30 minutos, em seis trocas para completa remog¢do da
solucdo anti-congelante. Em seguida, os cortes foram incluidos em uma
solucdo de Triton X-100 (0,3%; Sigma Chemical, St. 19 Louis, MO) em
KPBS 0,02M (KPBS-T), contendo nesta solucdo 0,3% de perdxido de
hidrogénio (H,0,). Os cortes foram incubados nesta solucdo durante 30
minutos para inibir a atividade da peroxidase enddgena. Os cortes foram
lavados novamente em KPBS 0,02M até que todas as bolhas da reacdo
anterior sumissem e ficaram incubados durante 60 minutos em KPBS-T
contendo 3% de soro normal de burro, para bloquear liga¢des inespecificas.
Imediatamente apds, os cortes foram incubados overnight em anticorpo

primério anti-Fos (1:20000; Calbiochem, EMD Chemicals Inc., San Diego,
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USA) feito em coelho contendo KPBS-T com azida e soro normal de burro a
3%. Apbs a incubagdo com o anticorpo primario, os cortes foram lavados
durante 30 minutos em seis trocas com solu¢do de KPBS 0,02M. Incubou-se
os cortes durante 60 minutos com uma solucdo contendo anticorpo
secundario biotinilado anti-coelho, feito em burro (1:1000; Vector
Laboratories, Inc. Burlingame, CA, USA) em KPBS-T, seguido de novas
lavagens durante 30 minutos em 3 trocas com KPBS 0,02M. Entdo, os cortes
foram incubados durante 60 minutos com o complexo ABC (complexo
avidina-biotina) (1:500; Vector Laboratories, Inc. Burlingame, CA, USA) em
KPBS 0,02M, que foi preparado com no minimo 60 minutos de antecedéncia.
Lavou-se as sec¢des durante 20 minutos em duas trocas com KPBS 0,02M.
Em seguida, os cortes foram submetidos a uma rapida reagdo (2 a 3 minutos)
com DAB (tetrahidro cloridrato diaminobenzidina; Sigma) contendo tampéo
acetado 0,1M, solugdo de sulfato de niquel (5%) e H202 (0,3%). O sulfato de
niquel e o DAB funcionam como um cromdgeno, corando de marrom escuro
0 nlcleo da célula Fos +. Para terminar a reacdo, lavou-se as secgBes em
tampdo acetato 0,1M durante 10 minutos e em KBPS 0,02M durante 30
minutos em 3 trocas.

Apb6s o0s procedimentos imunoistoquimicos, as seccfes foram
montadas em laminas gelatinizadas, secas ao ar livre por 24 horas e entdo
desidratadas em uma série graduada de alcodis e xilois antes de serem

cobertas por laminula com DPX (Sigma Chemical, St. Louis, MO).

4,10 Imunofluorescéncia

Todos os passos de lavagens e incubac@es a seguir foram feitos sob
agitacdo suave e protegidos de iluminagdo. Com o intuito de identificar a
assinatura quimica dos neurbnios que expressaram Fos em nlcleos

hipotalamicos, realizou-se imunofluorescéncia para o hormdnio estimulador
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de a-melanocito (a-MSH) e proteina Fos (a-MSH+/ Fos +). Os cortes foram
lavados KPBS 0,02M durante 30 minutos, em 6 trocas para completa
remocdo da solugdo anti-congelante. As sec¢Bes foram incubadas durante 60
minutos em KPBS-T contendo 3% de soro normal de burro (Jackson
Immunoresearch), para bloquear ligacdes ndo especificas. Imediatamente
apos, os cortes foram incubados durante 48 horas em um coquetel de 2
anticorpos primarios; 1) anti-Fos feito em coelho (1:10000; Calbiochem,
EMD Chemicals Inc., San Diego, USA) 2) anti a-MSH feito em ovelha
(1:2000; Chemicon, Cat. AB5087) contendo KPBS-T + azida e soro normal
de burro a 3%, em geladeira 4°C. Apo6s a incubacdo com 0s anticorpos
primérios, foram feitas 3 lavagens de 10 minutos cada em KPBS 0,02M.
Incubou-se os cortes durante 60 minutos com um coquetel de 2 anticorpos
secundarios fluorescentes, Alexa Fluor 488 (verde; 1:500; anti-coelho) e
Alexa Fluor 594 (vermelho; 1:500; anti-ovelha). Apds a incubacéo, os cortes
foram lavados em 3 lavagens de 10 minutos cada em KPBS 0,02M. Apdés 0s
procedimentos de imunofluorescéncia, as secg¢des foram montadas em
laminas gelatinizadas, secas por 24 horas protegidas de iluminagdo e cobertas
por laminula com DPX (Sigma Chemical, St. Louis, MO).

4.11 Contagem das células

As reacOes de imunoperoxidase e imunofluorescéncia foram
analisadas em um microscépio Zeiss Axioimager Al (Zeiss, Muenchen,
Germany) para identificacdo de células Fos + para peroxidade utilizando
campo claro e a-MSH+ e oa-MSH+/ Fos + para imunofluorescéncia.
Fotomicrografias digitais foram feitas das sec¢des representativas utilizando
uma camera Zeiss Axiocam HRc (Zeiss). As imagens de duplas marcacdes
imunofluorescentes foram adquiridas com o auxilio do software Axiovision

(Zeiss), que permite a aquisicdo de imagens a partir de canais fluorescentes
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diferentes, assim como a sobreposicdo das imagens. Trés cortes
representativos do nicleo analisado de cada animal foram selecionados para
as contagens e a marcacéo celular foi quantificada com o auxilio do software
Image J 1.46r, considerando toda a area do nicleo no corte. Foram
quantificados o nimero de células Fos + nos nucleos hipotalamicos PVN,
VHM, ARC, LHA e o numero de células a-MSH+/ Fos + apenas no ARC em
seccOes aos niveis: Bregma -1,32 mm a Bregma -1,92 mm para PVN e LHA,;
Bregma -2,04 a Bregma -3,00 mm para VMH; Bregma -1,92 a -3,60 para
ARC. Os nucleos quantificados foram identificados, nomeados e tiveram
seus limites estabelecidos de acordo com o atlas de encéfalo de rato Paxinos
e Watson (2007). O processamento das imagens foi feito utilizando o
software Adobe Photoshop (Adobe Systems, Mountain View, CA, versao

2015) ajustando apenas o balango de cores, contraste e brilho das imagens.

4.12 Anélise estatistica

Os dados obtidos referentes aos comportamentos ingestivos e ndo
ingestivos foram analisados por intermédio de andlise de variancia (ANOVA)
de uma via seguido pelo teste de post hoc de Tukey. Correlagfes entre a
guantidade de alimento ingerido e a quantidade agua ingerida foram
realizadas através do coeficiente de correlagdo paramétrico de Pearson. O
nimero de células marcadas para proteina Fos ou duplas marcagdes o-
MSH+/ Fos + foram analisados separadamente, primeiramente pelo teste de
normalidade de Kolmogorov-Smirnov. Depois de verificada a normalidade
na distribuicdo da amostra, foi utilizado o Teste T de Student ndo pareado
para comparagOes entre grupos. Correlagdes entre comportamentos ingestivos
e os diferentes indices de marcacdo celular foram realizadas através do
coeficiente de correlagdo paramétrico de Pearson. Em todas as analises

estatisticas foram aceitos apenas os valores de p < 0,05 como sendo
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estatisticamente significativos. Toda a analise estatistica foi realizada com o

auxilio do software Statistica 8.0 (Statsoft).
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5. Resultados

A figura 7 representa os locais das microinje¢cGes no DRN em ratos
saciados e submetidos ao jejum noturno. O ndmero de pontos tende a ser

menor devido a sobreposicao de pontos.

Figura 7: Desenhos esquematicos representando os locais das microinjecdes em trés
niveis diferentes no DRN e fotomicrografia de um corte coronal de mesencéfalo,
demonstrando o local de inje¢do no DRN. DRN = nucleo dorsal da rafe; Aq =
aqueduto. (Adaptado de Paxinos e Watson, 2007).

Os resultados a seguir serdo apresentados de forma dividida, em dois
grandes grupos experimentais: animais saciados e submetidos ao jejum

noturno.
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e Resultados experimentais obtidos com a utilizacdo de animais
saciados

5.1 Efeitos da injecdo de AD no DRN sobre os comportamentos
ingestivos e ndo ingestivos de ratos saciados.

A analise através do teste de ANOVA revelou que a quantidade de
alimento ingerido [F(3, 24) = 4,45 p = 0,013], a frequéncia dos episddios de
ingestdo de alimento [F(3, 24) = 6,81 p < 0,01], a duragdo [F(3, 24) = 3,88 p
= 0,02] e a laténcia para iniciar o consumo [F(3, 24) = 36,47 p < 0,01] em
ratos saciados foram alteradas apos o tratamento com AD no DRN. A
quantidade, a frequéncia e a duracdo da ingestdo de alimento aumentaram
apo6s a administracdo apenas da dose de 60 nmol em comparacdo com o
grupo controle (Figura 8). A laténcia para iniciar o consumo diminuiu apds a
administracdo da dose de 60 nmol (Figura 8). As demais doses de AD n&o
alteraram os comportamentos ingestivos. Nao ocorreu ingestdo de agua nos
animais tratados com AD ou veiculo (dados ndo mostrados). Os
comportamentos ndo ingestivos nao foram significantemente alterados pela
injecdo de AD no DRN (Tabela 1).
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Figura 8: Alteragbes no consumo, laténcia, frequéncia e duragdo da ingestdo de
alimento durante 1 hora, apds o tratamento com salina (SAL, n = 8) ou adrenalina
(AD) nas doses de 6 nmol (n = 8), 20 nmol (n = 8) e 60 nmol (n = 8) no DRN de ratos
saciados. Os dados representam a média + EPM *p < 0,05 quando comparado ao
grupo SAL. ANOVA de uma via seguida de teste post-hoc de Tukey.
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Tabela 1: Alteragdes na duracdo dos comportamentos ndo ingestivos de ratos saciados
durante 1 hora de registro ap6s administracéo de salina (SAL, n = 8), AD 6 nmol (n =
8), AD 20 nmol (n = 8) e AD 60 nmol (n = 8).

Comportamento Dose (nmol) Duragéo Total (s) ANOVA
SAL 282 + 25
6 287 +43 F(3, 24)=0,04
Locomogéo p=10
20 295+ 32
60 279+ 43
SAL 889
Vertical 20 9249 P
60 103+ 10
SAL 223+£33
6 242 + 28 F(3, 24)=0,08
Autolimpeza p=097
20 234121
60 230+ 25
SAL 2101 £ 67
6 1976 + 164 F(3,24)=0,86
Imobilidade p=048
20 1962 + 136
60 1831 + 89

Os dados representam a média + EPM. ANOVA de uma via.

5.2 Efeitos da injecdo de NA no DRN sobre os comportamentos
ingestivos e ndo ingestivos de ratos saciados.

A andlise de varidncia revelou que a quantidade de alimento
ingerido [F(3, 21) = 18,50, p < 0,01], a frequéncia dos episddios de ingestio
de alimento [F(3, 21) = 23,28 p < 0,01], a duragdo [F(3, 21) = 27,97, p <
0,01] e a laténcia para iniciar o consumo [F(3, 21) = 54,91 p < 0,01] em ratos
saciados foram alteradas apos o tratamento com NA no DRN. A quantidade,
a frequéncia e a duracdo da ingestdo de alimento aumentaram ap0s a
administracdo da maior dose de NA (60 nmol) em comparagdo com o grupo
controle (Figura 9). A laténcia para iniciar o consumo diminuiu apo6s a

administracdo das doses de 60 nmol (Figura 9). As demais doses de NA ndo
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alteraram os comportamentos ingestivos. Ndo ocorreu ingestdo de agua nos
animais tratados com NA ou veiculo (dados ndo mostrados). O
comportamento néo ingestivo de imobilidade [F(3, 21) = 15,21 p < 0,01] foi
alterado pelo tratamento com NA, tendo sua duracdo diminuida apds a
administracdo da dose de 60 nmol (Tabela 2). Os demais comportamentos

ndo ingestivos ndo foram significantemente alterados (Tabela 2).
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Figura 9: Alteracbes no consumo, laténcia, frequéncia e duragdo da ingestdo de
alimento durante 1 hora, apés o tratamento com salina (SAL, n = 8) ou
noradrenalina (NA) nas doses de 6 nmol (n = 8), 20 nmol (n = 8) e 60 nmol (n = 8)
no DRN de ratos saciados. Os dados representam a média + EPM *p < 0,05 quando
comparado ao grupo SAL. ANOVA de uma via seguida de teste post-hoc de Tukey.
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Tabela 2: Alteragbes na duragdo dos comportamentos ndo ingestivos de ratos
saciados durante 1 hora de registro apds administragdo de salina (SAL, n = 8), NA 6
nmol (n = 8), NA 20 nmol (n = 8) E NA 60 nmol (n = 8).

Comportamento Dose (nmol) Duracéo Total (s) ANOVA
SAL 28225
6 277191 F(3,21)=0,02
Locomogéo p=0,10
20 381+38
60 270+ 48
SAL 889
Exploracio 6 108 + 16 F[3i)2=12)=261,38
Vertical 20 123+ 18 ’
60 111+ 16
SAL 223+33
6 267 +33 F(3,21)=0,41
Autolimpeza p=0,75
20 233+ 24
60 25030
SAL 2101 £ 67
6 2267 £ 91 F(3,21)=1521
Imobilidade p<0,01
20 2182 +182
60 1360 + 153*

Os dados representam a média = EPM *p < 0,05 quando comparado ao grupo SAL.
ANOVA de uma via seguida de teste post-hoc de Tukey.

5.3 Efeitos da injecdo de FEN no DRN sobre os comportamentos
ingestivos e ndo ingestivos de ratos saciados.

Os comportamentos ingestivos (Figura 10) e ndo ingestivos (Tabela
3) ndo foram significantemente alterados pelo tratamento com FEN no DRN
em ambas as doses de 6 e 20 nmol (Figura 6). N&o ocorreu ingestdo de agua

nos animais tratados com FEN ou veiculo (dados ndo mostrados).
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Figura 10: Alterages no consumo, laténcia, frequéncia e duracdo da ingestdo de
alimento durante 1 hora, apds o tratamento com salina (SAL, n = 8) ou fenilefrina
(FEN) nas doses de 6 nmol (n = 8) e 20 nmol (n = 8) no DRN de ratos saciados. Os
dados representam a média + EPM. ANOVA de uma via.
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Tabela 3: Alteragbes na duragdo dos comportamentos ndo ingestivos de ratos
saciados durante 1 hora de registro ap6s administragéo de salina (SAL, n = 8), FEN
6 nmol (n = 8) e FEN 20 nmol (n = 8).

Comportamento Dose (nmol) Duracéo Total (s) ANOVA
SAL 310+ 23
6 287 + 44 F(2, 15)=10,07
Locomogéo p=0,93
20 300 + 68
SAL 99 +13
Exploracéo 6 112420 F(2,15)=022
Vertical p=0,80
20 109+ 10
SAL 322+31
6 250 + 30 F(2, 15)=0,25
Autolimpeza p=0,78
20 266 + 31
SAL 1985 + 128
p=0,78
20 2006 + 97

Os dados representam a média + EPM. ANOVA de uma via.

5.4 Efeitos da injecdo de CLO no DRN sobre os comportamentos
ingestivos e ndo ingestivos de ratos saciados.

A andlise de variancia revelou que a quantidade de alimento
ingerido [F(2, 17) = 16,31 p < 0,01], a frequéncia dos episddios de ingestio
de alimento [F(2, 17) = 34,83 p < 0,01], a duragdo [F(2, 17) = 17,962, p <
0,01] e a laténcia para iniciar o consumo [F(2, 17) = 65,58 p < 0,01] em ratos
saciados foram alteradas apos o tratamento com CLO no DRN. A quantidade,
a frequéncia e a duracdo da ingestdo de alimento aumentaram apds a
administracdo da maior dose de CLO (60 nmol) em comparag¢do com 0 grupo
controle (Figura 11). A laténcia para iniciar o consumo diminuiu apds a
administracdo das doses de 60 nmol (Figura 11). As demais doses de CLO

ndo alteraram os comportamentos ingestivos. Nao ocorreu ingestdo de agua
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nos animais tratados com CLO ou veiculo (dados ndo mostrados). O
comportamento néo ingestivo de imobilidade [F(2, 17) = 34,52 p < 0,01] foi
alterado pelo tratamento com CLO, tendo sua duragdo diminuida apds a
administracdo da dose de 60 nmol (Tabela 4). Os demais comportamentos

ndo ingestivos ndo foram significantemente alterados (Tabela 4).
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Figura 11: Alteragdes no consumo, laténcia, frequéncia e duracdo da ingestdo de
alimento durante 1 hora, ap6s o tratamento com salina (SAL, n = 8) ou clonidina
(CLO) nas doses de 6 nmol (n = 8) e 20 nmol (n = 8) no DRN de ratos saciados. Os
dados representam a média + EPM *p < 0,05 quando comparado ao grupo SAL.
ANOVA de uma via seguida de teste post-hoc de Tukey.
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Tabela 4: Alteragdes na duragdo dos comportamentos ndo ingestivos de ratos
saciados durante 1 hoa de registro apds administracéo de salina (SAL, n = 8), CLO 6
nmol (n =8) e CLO 20 nmol (n = 8).

Comportamento Dose (nmol) Duragao Total (s) ANOVA
SAL 31023
6 299 + 48 F2,17)=0,13p=
Locomogéo 0,38
20 37035
SAL 99 +13
Exploragdo 6 108 + 22 F(2,17)=0.28p=
Vertical 0,76
20 115+ 13
SAL 32231
6 269 + 56 F(2,17)=0,99, p
Autolimpeza =0,39
20 335+59
SAL 1985 + 128
6 2117 + 88 F(2,17)=34,52p
Imobilidade <0,01
20 1075 £ 87*

Os dados representam a média = EPM *p < 0,05 quando comparado ao grupo SAL.
ANOVA de uma via seguida de teste post-hoc de Tukey.

5.5 Efeitos da injecdo de CLO 20 nmol no DRN sobre a expressdo da

proteina Fos em nucleo hipotalamicos de ratos saciados.

Depois de realizadas as curvas dose/resposta, escolheu-se o agonista
especifico a-2 adrenérgico Clonidina na dose de 20 nmol (dose efetiva) e
novos grupos experimentais foram feitos, analisando os comportamentos
ingestivos na caixa de registro comportamental. Tais comportamentos foram
semelhantes aqueles encontrados nos experimentos anteriores (dados nao
mostrados). ApOs a anélise comportamental, realizaram-se anélises
imunoistoquimicas nos ndcleos hipotaldmicos paraventricular (PVN),

ventromedial (VMH), arqueado (ARC) e a &rea hipotalamica lateral (LHA),
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além da amigdala basolateral (BLA), para verificar o padrdo de atividade

neuronal nestas regides.

A figura 12 representa desenhos e cortes coronais das areas de
contagem hipotalamicas, esquematizando suas localizages no cérebro do

rato.

X p CPu
w— PVN LHA /.\\

BLA

Bregma 150 mm Bregma - 2,92 mm

Figura 12: A) Desenho esquematico e corte histoldgico demonstrando os nucleos
PVN e LHA. B) Desenho esquemético e corte histolégico demonstrando os nicleos
ARC e VMH C) Desenho esquematico e corte histolégico demonstrando a BLA.
Para abreviagdes consultar lista de abreviaturas (Adaptado de Paxinos e Watson,
2007).

A analise estatistica através do Teste T de Student revelou que a
injecdo de CLO 20 nmol aumentou o nimero de células Fos + no NPV em
comparacdo ao grupo controle (p = 0,03), efeito este também encontrado no
ARC (p = 0,02) (Figura 13A). As marcac6es no PVN apareceram de forma
irregular ao longo do nicleo entre 0s grupos experimentais, ndo sendo
possivel delimitar uma sub-regido especifica do PVN que estava ativada. A
LHA, o VMH e a BLA ndo apresentaram modificagBes estatisticamente
significantes na expressdo de Fos nos grupos analisados (Figura 8A). Os

testes de correlacdo indicaram que no PVN a quantidade de células Fos + nos
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animais tratados com CLO 20 nmol ou veiculo foi positivamente
correlacionado com a quantidade de alimento ingerido (r = 0,90, Figura
13B), sendo observada a mesma correlagéo positiva para o0 ARC (r = 0,90,
Figura 13C).
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Figura 13: A) Gréfico representando o nimero de células Fos + nos diferentes
nucleos hipotalamicos estudados (n = 4 - 5 por grupo) apos a inje¢do de CLO 20 no
DRN de ratos saciados. Os dados representam a média + EPM *p < 0,05 quando
comparado ao grupo SAL. Teste T de Student ndo pareado. B) Grafico de correlagéo
entre consumo alimentar e o nimero de células Fos + no PVN dos grupos SAL e CLO
20nmol. C) Gréfico de correlagdo entre consumo alimentar e o nimero de células Fos
+ no ARC dos grupos SAL e CLO 20nmol. Teste de correlagdo de Pearson *p < 0,05.
Para abreviacOes consultar lista de abreviaturas.
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Figura 14: Fotomicrografias ilustrando a expressdo de Fos em ndcleos hipotalamicos
apds a administracédo de CLO 20 nmol no DRN. A — B) Expressdo de Fos no PVN. C
— D) Expressdo de Fos no ARC. Barra de escala = 200um. Para abreviag6es consultar
lista de abreviaturas.

Com o objetivo de identificar a assinatura quimica dos neurénios
ativados no ARC, realizaram-se duplas marcacfes através da técnica de
imunofluorescéncia utilizando o anticorpo para o horménio estimulante de
alfa-melandcitos (a-MSH), que identifica neurbnios POMC presentes neste
nacleo, e o anticorpo para proteina Fos (a-MSH +/ Fos +). A anélise
estatistica revelou que a inje¢do de CLO 20 nmol aumentou a porcentagem
de células a-MSH +/ Fos + em comparacdo ao grupo controle (p = 0,02,
Figura 15A). O teste de correlagdo indicou que no ARC a porcentagem de

células a-MSH +/ Fos + nos animais tratados com CLO 20 nmol ou veiculo
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foi positivamente correlacionado com a quantidade de alimento ingerido (r =
0,72, Figura 15B).

Como ja é bem descrito na literatura, o PVVN possui sub-regifes com
populagbes neuronais distintas. Dessa forma, a caracteristica irregular de
distribuicdo das marcacfes para Fos encontradas no experimento anterior,
impossibilitou que fizéssemos a identificacdo destes neurdnios através de

duplas marcacoes.
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Figura 15: A) Porcentagem de células o-MSH +/ Fos + apds a inje¢do de Clonidina 20
nmol no DRN de ratos saciados. Test T ndo pareado. *p < 0,05 quando comparado ao
grupo SAL. B) Gréfico de correlagdo entre consumo alimentar e a porcentagem de
células a-MSH +/ Fos + no ARC dos grupos SAL e CLO 20nmol. Teste de correlacdo
de Pearson *p < 0,05. Para abreviagdes consultar lista de abreviaturas.
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e Resultados experimentais obtidos com a utilizacdo de animais
submetidos ao jejum noturno

5.6 Efeitos da injecdo de AD no DRN sobre os comportamentos

ingestivos e ndo ingestivos de ratos submetidos ao jejum noturno.

O teste de ANOVA indicou que apenas a quantidade de alimento
ingerido [F(3, 21) = 22,26 p < 0,01] e a duragdo do comportamento ingestivo
[F(3, 21) = 19,30 p < 0,01] foram alteradas ap6s o tratamento com AD no
DRN. A quantidade e a duragdo da ingestdo de alimento diminuiram apds a
administracdo das doses de 20 e 60 nmol em comparagdo com 0 grupo
controle (Figura 17). A dose de 6 nmol de AD ndo alterou os
comportamentos ingestivos. Com relagdo a ingesta hidrica, houve uma
diminuicdo na quantidade de &gua ingerida [F(3, 21) = 7,82 p < 0,01] (Figura
18A) apds a administracdo da dose de 60 nmol de AD. Além disso, houve
correlacdo positiva (r = 0,84, Figura 18B) entre a quantidade de &gua ingerida
e a quantidade de alimento consumida. Apenas o comportamento ndo
ingestivo de imobilidade foi alterado, tendo sua duracdo aumentada ap6s a
administracdo das doses de 20 e 60 nmol de AD. Os demais comportamentos

ndo foram significantemente alterados pela injecdo de AD (Tabela 5).
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Figura 17: Alteragbes no consumo, laténcia, frequéncia e duragdo da ingestdo de
alimento durante 1 hora apds o tratamento com salina (SAL, n = 8) ou adrenalina
(AD) nas doses de 6 nmol (n = 8), 20 nmol (n = 8) e 60 nmol (n = 8) no DRN de ratos
submetidos ao jejum noturno. Os dados representam a média + EPM *p < 0,05
quando comparado ao grupo SAL. ANOVA de uma via seguida de teste post-hoc de
Tukey.
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Figura 18: A) Alterages na quantidade da ingestdo de &gua durante 1 hora ap6s o
tratamento com salina (SAL, n = 8) ou adrenalina (AD) nas doses de 6 nmol (n = 8),
20 nmol (n = 8) e 60 nmol (n = 8) no DRN de ratos submetidos ao jejum noturno. Os
dados representam a média + EPM *p < 0,05 quando comparado ao grupo SAL.
ANOVA de uma via seguida de teste post-hoc de Tukey. B) Gréfico de correlacéo
entre a quantidade de &gua e a quantidade de alimento ingerido ap6s administragdo de
AD 60 nmol ou SAL no DRN. Teste de correlagdo de Pearson *p < 0,05.
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Tabela 5: Alteragbes na duragdo dos comportamentos ndo ingestivos de ratos
submetidos ao jejum noturno durante 1 hora de registro apds administracdo de
salina (SAL, n = 8), AD 6 nmol (n = 8), AD 20 nmol (n = 8), AD 60 nmol (n = 8).

Comportamento Dose (nmol) Duracéo Total (s) ANOVA
SAL 319 + 64
6 322+ 47 F(3,21)=4,28
Locomogéo p=0,1
20 386 + 34
60 428 + 46
SAL 95+24
Vertical 20 129 + 18 ’
60 137+ 16
SAL 143 + 46
6 218 + 38 F(3,21)=2,14
Autolimpeza p=0,13
20 233+ 64
60 307 + 38
SAL 390 + 108
6 508 + 114 F(3,21)=
Imobilidade 26,40 p < 0,01
20 1158 + 147*
60 1754 + 127*

Os dados representam a média + EPM *p < 0,05 quando comparado ao grupo SAL.
ANOVA de uma via seguida de teste post-hoc de Tukey.

5.7 Efeitos da injecdo de NA no DRN sobre os comportamentos

ingestivos e ndo ingestivos de ratos submetidos ao jejum noturno.

A anélise estatistica revelou que apenas a quantidade de alimento
ingerido F(3, 19) = 9,57 p < 0,01] e a duragdo do comportamento ingestivo
[F(3, 19) = 11,31 p < 0,01] foram alteradas apds o tratamento com NA no
DRN. A quantidade e a duracdo da ingestdo de alimento diminuiram ap6s a
administracdo apenas da dose de 60 nmol em comparagdo com o grupo
controle (Figura 19). As demais doses de NA ndo alteraram os
comportamentos ingestivos. Com relagdo a ingesta hidrica, houve uma

diminuigdo na quantidade de agua ingerida [F(3, 21) = 4,52 p = 0,03] (Figura
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20A) ap6s a administracdo da dose de 60 nmol de AD. Além disso, houve
correlacao positiva (r = 0,74, Figura 20B) entre a quantidade de agua ingerida
e a quantidade de alimento consumida. Os comportamentos nao ingestivos de
imobilidade e autolimpeza foram alterados [F(3, 19) = 22,26 p < 0,01], tendo
suas duracOes aumentadas apds a administracdo da dose de 60 nmol de NA.
Os demais comportamentos ndo foram significantemente alterados pela
injecdo de NA (Tabela 6).
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Figura 19: Alteragdes no consumo, laténcia, frequéncia e duragdo da ingestdo de
alimento durante 1 hora, apds o tratamento com salina (SAL, n = 8) ou noradrenalina
(NA) nas doses de 6 nmol (n = 8), 20 nmol (n = 8) e 60 nmol (n = 8) no DRN de ratos
submetidos ao jejum noturno. Os dados representam a média + EPM *p < 0,05
quando comparado ao grupo SAL. ANOVA de uma via seguida de teste post-hoc de
Tukey.
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Figura 20: A) Alteracfes na quantidade da ingestdo de agua durante 1 hora apds o
tratamento com salina (SAL, n = 8) ou noradrenalina (NA) nas doses de 6 nmol (n =
8), 20 nmol (n = 8) e 60 nmol (n = 8) no DRN de ratos submetidos ao jejum noturno.
Os dados representam a média + EPM *p < 0,05 quando comparado ao grupo SAL.
ANOVA de uma via seguida de teste post-hoc de Tukey. B) Gréfico de correlacdo
entre a quantidade de dgua e a quantidade de alimento ingerido ap6s administragdo de
NA 60 nmol ou SAL no DRN. Teste de correlacdo de Pearson *p < 0,05.
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Tabela 6: Alteragbes na duragdo dos comportamentos ndo ingestivos de ratos
submetidos ao jejum noturno durante 1 hora de registro ap6s administracdo de salina
(SAL, n =8), NA 6 nmol (n = 8), NA 20 nmol (n = 8), NA 60 nmol (n = 8).

Comportamento Dose (nmol) Duracdo Total (s) ANOVA
SAL 33470
6 290 + 47 F(3,19)=0,44p =
Locomogdo 0,73
20 401 £ 102
60 371+ 25
SAL 110+ 30
Exploracio 6 120 + 43 F(3, 193) =5 ;),72 p=
Vertical 20 163 + 50 ’
60 132+9
SAL 150 + 39
6 245 + 38 F(3, 19)=5,56,p
Autolimpeza =0,006
20 210+ 35
60 333+46*
SAL 365+ 90
6 610 + 114 F(3,19)=22,26p
Imobilidade <0,01
20 615 + 182
60 1718 + 101*

Os dados representam a média + EPM *p < 0,05 quando comparado ao grupo SAL.
ANOVA de uma via seguida de teste post-hoc de Tukey.

5.8 Efeitos da injecdo de FEN no DRN sobre os comportamentos
ingestivos e ndo ingestivos.

A quantidade de alimento ingerido F(3, 19) = 9,57 p < 0,01] e a duragdo do
comportamento ingestivo [F(3, 19) = 11,31 p < 0,01] foram alteradas ap6s o
tratamento com FEN no DRN. A quantidade e a duragdo da ingestdo de
alimento diminuiram ap6s a administragdo apenas da dose de 20 nmol em
comparagdo com o grupo controle (Figura 21). A dose de 6 nmol de FEN néo
alterou os comportamentos ingestivos. Com relagdo & ingesta hidrica, houve
uma diminuicdo na quantidade de &gua ingerida [F(3, 21) = 4,52 p = 0,03]
(Figura 22A) ap6s a administracdo da dose de 6 e 20 nmol de FEN. O teste
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de correlacdo indicou que houve correlacdo positiva (r = 0,68, Figura 22B)
entre a quantidade de agua ingerida e a quantidade de alimento consumida.
Apenas o comportamento ndo ingestivo de imobilidade foi alterado [F(3, 19)
=22,26 p <0,01], tendo sua duracdo aumentada ap06s a administracdo da dose
de 20 nmol de FEN. Os demais comportamentos ndo foram significantemente

alterados pela injecdo de FEN (Tabela 7).

>
=]

10+ 500
C
x 8- T 4004
g 6 % = 3004
s 44 ;E] 200+
g 24 100+
o
0 T T 0 T T
Q) S o o
o > U » N O
% & &\\ &' & Q@-
I | —_
C Dose de FEN (nmol) D Dose de FEN (nmol)
~ 10~ 3000-
£
2 s T T 2500-
£ = 2000 T
3 o H
= ‘S 15004
3 -
= 4 H *
] & 10004
£
5 2 5004
£
= : r 0 : r
v © ] N © QS
P N > L > v
) & (‘Q;‘- & & é,}\
| I |
Dose de FEN (nmol) Dose de FEN (nmol)

Figura 21: Alterages no consumo, laténcia, frequéncia e duragdo da ingestdo de
alimento durante 1 hora, apds o tratamento com salina (SAL, n = 8) ou fenilefrina
(FEN) nas doses de 6 nmol (n = 8) e 20 nmol (n = 8) no DRN de ratos submetidos ao
jejum noturno. Os dados representam a média £ EPM *p < 0,05 quando compardo ao
grupo SAL. ANOVA de uma via seguida de teste post-hoc de Tukey.
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Figura 22: A) Alteragdes na quantidade da ingestdo de agua durante 1 hora apds o
tratamento com salina (SAL, n = 8) ou fenilefrina (FEN) nas doses de 6 nmol (n = 8)
e 20 nmol (n = 8) no DRN de ratos submetidos ao jejum noturno. Os dados
representam a média + EPM *p < 0,05 quando comparado ao grupo SAL. ANOVA de
uma via seguida de teste post-hoc de Tukey. B) Grafico de correlacdo entre a
quantidade de 4gua e a quantidade de alimento ingerido apds administracdo de FEN 6,
20 nmol ou SAL no DRN de ratos submetidos ao jejum noturno. Teste de correlagdo

de Pearson *p < 0,05.
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Tabela 7: Alteragbes na duragdo dos comportamentos ndo ingestivos de ratos
submetidos ao jejum noturno durante 1 hora de registro apés administragdo de salina

(SAL, n =8), FEN 6 nmol (n =8) e FEN 20 nmol (n = 8).

Comportamento Dose (nmol) Duracéo Total (s) ANOVA
SAL 426 + 58
Locomogio 6 400 + 61 F(2, 192)=9 5,08 p=
20 403+ 21
SAL 119+ 14
Exploracdo 6 115+ 18 F(2,19)=033p=
Vertical 0,72
20 132+9
SAL 209 £ 42
AutoLimpeza 6 287 + 159 F(2, 193)7)72,30 p=
20 397 + 63
SAL 438 + 87
Imobilidade 6 831+ 159 F(2, 19)020311,49 p<
20 1718 £ 101*

Os dados representam a média + EPM *p < 0,05 quando comparado ao grupo SAL.

ANOVA de uma via seguida de teste post-hoc de Tukey.

5.9 Efeitos da injecdo de CLO no DRN sobre os comportamentos

ingestivos e ndo ingestivos.

Os comportamentos ingestivos (Figura 23) e ndo ingestivos (Tabela

8) ndo foram significantemente alterados pela inje¢do de CLO no DRN em

ambas as doses de 6 e 20 nmol. A ingestdo hidrica também néo foi alterada

apos o tratamento com CLO (Figura 24).
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Figura 23: Alteragbes no consumo, laténcia, frequéncia e duracdo da ingestdo de
alimento durante 1 hora, ap6s o tratamento com salina (SAL, n = 8) ou clonidina
(CLO) nas doses de 6 nmol (n = 8) e 20 nmol (n = 8) no DRN de ratos submetidos ao
jejum noturno. Os dados representam a média + EPM. ANOVA de uma via seguida

de teste post-hoc de Tukey.
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Figura 24: AlteracBes na quantidade da ingestdo de &gua durante 1 hora ap6s o
tratamento com salina (SAL, n = 8) ou clonidina (CLO) nas doses de 6 nmol (n=8) e
20 nmol (n = 8) no DRN de ratos submetidos ao jejum noturno. Os dados
representam a média + EPM. ANOVA de uma via seguida de teste post-hoc de
Tukey.

Tabela 8: Alteragbes na duragdo dos comportamentos ndo ingestivos de ratos ratos
submetidos ao jejum noturno durante 1 hora de registro ap6s administracdo de salina
(SAL, n=8), CLO 6 nmol (n =8) e CLO 20 nmol (n = 8).

Comportamento Dose (nmol) Duracdo Total (s) ANOVA
SAL 450 + 78
6 412 + 46 F(2,17)=236p=
Locomogdo 0,12
20 287 + 23
SAL 103+21
Exploracao 6 113+13 F2,17)=0,13p=
Vertical 0,38
20 109+ 18
SAL 230+ 26
6 200 + 38 F(2,17)=0,12p=
Autolimpeza 0,83
20 229 + 36
SAL 482 + 67
6 495 + 60 F2,17)=043,p
Imobilidade =0,65
20 381+19

Os dados representam a média + EPM. ANOVA de uma via.
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5.10 Efeitos da injecdo de FEN 20 nmol no DRN sobre a expressdo da
proteina Fos em nucleo hipotalamicos de ratos submetidos ao jejum

noturno.

Depois de finalizada as curvas dose/resposta, escolheu-se o agonista
especifico a-1 adrenérgico Fenilefrina na dose de 20 nmol (dose efetiva) e
novos grupos experimentais foram feitos, analisando os comportamentos
ingestivos na caixa de registro comportamental. Tais comportamentos foram
semelhantes aqueles encontrados nos experimentos anteriores (dados ndo
mostrados). Apdés a analise comportamental, realizaram-se novamente
analises imunoistoquimicas nos nucleos hipotaldmicos paraventricular
(PVN), ventromedial (VMH), arqueado (ARC) e a area hipotalamica lateral
(LHA), além da amigdala basolateral (BLA), para verificar o padrdo de

atividade neuronal nestas regides.

O Teste T de Student revelou que a inje¢do de FEN 20 nmol
diminuiu o nimero de células Fos + no PVN em comparacdo ao grupo
controle (p = 0,04, Figura 25A). Novamente, as marca¢fes no PVN
apareceram de forma irregular ao longo do nicleo entre os grupos
experimentais, ndo sendo possivel delimitar uma sub-regido especifica do
PVN que estava ativada. O ARC, LHA, o0 VMH e a BLA néo apresentaram
modificagdes estatisticamente significantes na expressdo de Fos nos grupos
analisados (Figura 25A). Os testes de correlacdo indicaram que no PVN a
quantidade de células Fos + nos animais tratados com FEN 20 nmol ou
veiculo foi positivamente correlacionado com a quantidade de alimento
ingerido (r = 0,77, Figura 25B).
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Figura 25: A) Gréfico representando o nimero de células Fos + nos diferentes
nucleos hipotalamicos estudados (n = 4 - 5 por grupo) apo6s a injecdo de FEN 20 nmol
no DRN de ratos submetidos ao jejum noturno. Os dados representam a média + EPM
*p < 0,05 quando comparado ao grupo SAL. Teste T de Student ndo pareado. B)
Gréfico de correlagdo entre consumo alimentar e o nimero de células Fos + no PVN
dos grupos SAL e FEN 20nmol. Teste de correlacdo de Pearson *p < 0,05. Para

abreviacOes consultar lista de abreviaturas.
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Barra de escala = 200um. Para abreviagBes consultar lista de abreviaturas.
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Embora néo tenhamos encontrado diferencas estatisticamente
significativas no ARC quanto a expressdo de Fos nos animais submetidos ao
jejum noturno, decidimos realizar duplas marcag¢des para o-MSH +/ Fos +
para verificar o padrdo de ativagdo dos neurénios a-MSH +. A anélise
estatistica revelou que a injecdo de FEN 20 nmol diminuiu a porcentagem de
células a-MSH +/ Fos + em comparacdo ao grupo controle (Figura 27A). O
teste de correlacdo indicou que no ARC a porcentagem de células a-MSH +/
Fos + nos animais tratados com CLO 20 nmol ou veiculo foi positivamente

correlacionado com a quantidade de alimento ingerido (r = 0,72, Figura 27B).

De maneira semelhante ao encontrado nos experimentos com
animais saciados, a distribui¢do irregular das marca¢des Fos + no PVN ao
longo dos grupos experimentais impossibilitou a identificacdo da assinatura

quimica destes neurbnios ativados.
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Figura 27: A) Porcentagem de células a-MSH +/ Fos + ap0s a injecdo de Fenilefrina
20 nmol no DRN de ratos saciados (n = 4 - 5 por grupo). Test T ndo pareado. *p <
0,05 quando comparado ao grupo SAL. B) Gréafico de correlagdo entre consumo
alimentar e a porcentagem de células a-MSH +/ Fos + no ARC dos grupos SAL e
FEN 20nmol. Teste de correlacdo de Pearson *p < 0,05. Para abreviagdes consultar
lista de abreviaturas.
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5. Discussao

Os resultados do presente estudo revelaram que a administracdo de
AD ou NA no DRN aumentou a ingestdo de alimento em ratos saciados.
Além disso, tanto a AD quanto a NA afetaram outros aspectos da ingestao
alimentar, como a diminuicdo na laténcia para iniciar a alimentacdo, 0
aumento na frequéncia dos episédios ingestivos, além da duracdo total do
comportamento. Em ratos submetidos ao jejum noturno a administracdo de
AD ou NA no DRN diminuiu o consumo alimentar, diminuindo também a
duracéo do comportamento ingestivo.

Consistente com dados na literatura que apontam que o sistema
noradrenérgico atua regulando a atividade neuronal serotonérgica no DRN
através de receptores adrenérgicos a-1 e a-2 (Adell et al., 2002), a resposta
hiperfagica encontrada em animais saciados pode ser devida a uma
diminuigdo na atividade dos neurfnios serotonérgicos através de receptores
a-2 presentes nas terminacGes noradrenérgicas, diminuindo sua taxa de
disparo e consequentemente diminuindo a liberagdo de 5-HT nas &reas de
projecdo (Figura 29A). Deste modo, nossa hipdtese é que em ratos saciados a
ativacdo da influéncia inibitoria, possivelmente serotonérgica, seja elevada de
modo que predomine a acdo da AD ou NA no DRN sobre os receptores a-2,
atuando como auto receptores que controlam a liberacdo de noradrenalina
endogena (Bortolozzi e Artigas, 2003) e suprimindo assim a acéo inibitoria
da 5-HT sobre o comportamento ingestivo. Em contrapartida, sugere-se que
em animais submetidos ao jejum essa ativacdo da influéncia inibitdria esteja
reduzida, predominando o efeito das catecolaminas mediado através do
receptor a-1 adrenérgico (Figura 29B). O resultado é a reducdo da ingestao
de alimento por meio da ativagdo de um tonus inibitorio serotonérgico sobre

0 consumo alimentar. Neste caso, a AD ou NA injetada no DRN poderia
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estar atuando em receptores o-1, estimulando a liberacdo de 5-HT nas &reas
de projecdo e consequentemente diminuindo a ingestao alimentar.
Experimentos com agonistas adrenérgicos especificos a-1
(fenilefrina) e o-2 (clonidina) reforcam a hipétese. Em animais saciados, a
hiperfagia encontrada ap6s a injecdo de clonidina no DRN pode ser explicada
pela ativagdo dos receptores adrenérgicos do tipo a-2, diminuindo a liberagdo
de NA endogena e consequentemente diminuindo o ténus inibitorio
serotonergico (Figura 29A). No entanto, as inje¢des do agonista adrenérgico
a-1 fenilefrina ndo produziram quaisquer efeitos sobre a ingestdo de
alimentos. A sugestdo é que, em animais saciados, a atividade adrenérgica
endogena mediada por receptores a-1 no DRN esteja elevada e o consequente
ténus inibitdrio da 5-HT sobre a ingestdo de alimento também elevado
devido a uma maior liberagdo do neurotransmissor nas areas de projecéo.
Desse modo, a fenilefrina ndo consegue se ligar aos receptores a-1
adrenérgicos do DRN por estes ja estarem previamente ocupados pela NA
enddgena. Reforcando esta hipétese, a injecdo de fenilefrina em animais
submetidos ao jejum noturno, leva a uma hipofagia possivelmente induzida
através da ativagdo dos receptores a-1 e consequente aumento na liberacdo
de 5-HT nas areas de projecéo, inibindo a ingestdo alimentar (Figura 29B). J&
a injecdo de clonidina ndo produz alteracbes no comportamento ingestivo
quando comparados ao grupo controle, sugerindo que em animais privados
de alimento a atividade adrenérgica mediada por receptores o-1 esteja
diminuida assim como o tdnus inibitério serotonérgico sobre a ingestdo

alimentar.
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Figura 29: Desenho esquematico ilustrando a hip6tese de funcionamento diferencial
de receptores a-adrenérgicos no DRN em ratos saciados e submetidos ao jejum. A)
Animais saciados. Neste caso, a injegdo de AD, NA ou CLO ativariam o receptor o-2
levando a uma diminuicdo na liberacdo de NA enddgena e consequente diminuicdo na
liberagéo de serotonina no hipotadlamo. B) Animais de submetidos ao jejum. Neste
caso, a injecdo de AD, NA ou FEN ativariam o receptor a-1 levando a uma maior
liberagédo de serotonina no hipotalamo. Fonte: adaptado de Schwartz et al., 2000.

Ao analisarmos os resultados do presente estudo no DRN,
encontramos respostas comparaveis aguelas encontradas no MNR sobre a
ingestdo alimentar (Mansur et al., 2010; Mansur, et al., 2011a; Mansur, et al.,
2011b; Ribas, 2012). No entanto, as respostas encontradas no DRN parecem
ser mais robustas quando comparas aquelas encontradas no MNR. Ao
compararmos a quantidade de alimento ingerido ap6s o tratamento com
clonidina 20 nmol no DRN em animais saciados, podemos observar que a
guantidade total dobra quando comparada aos experimentos realizados no
MNR com a mesma dose da droga (Mansur et al., 2010). Além disso, como

mencionado anteriormente, a inje¢cdo de NA no DRN provoca uma hiperfagia
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significativa em animais saciados, o que curiosamente ndo é encontrado nos
estudos envolvendo o0 MNR (dos Santos et al., 2009). Um estudo recente de
nosso grupo de pesquisa mostrou que a inje¢do de prazosina, um antagonista
a-1 adrenérgico, no DRN aumentou a expressdo da proteina Fos na amigdala
basolateral (BLA) e em neurdnios orexinérgicos da area hipotalamica lateral
(LHA) (da Silva et al., 2017). No entanto, ao analisarmos no presente estudo
o perfil de ativacdo neuronal hipotalamico através da expressdo de Fos apés
as injecdes de clonidina no DRN em animais saciados, encontramos um
aumento de atividade neuronal no ARC e PVN. Por outro lado, ndo houve
diferencas estatisticamente significativas no VMH, na LHA e na BLA. Em
conjunto, esses dados indicam que parece existir uma diferenca de atuacdo no
controle da ingestdo alimentar pelo DRN e o0 MNR, sendo 0 primeiro mais
relacionado com o controle homeostatico do apetite, enquanto que o segundo
mais relacionado a aspectos hedonisticos.

Ao identificarmos a assinatura quimica dos neuronios ativados do
ARC, encontramos um aumento na porcentagem de neurdnios a-MSH +/Fos
+ apos a injecdo de clonidina em ratos saciados. Como ja bem descrito na
literatura, o ARC possui neurdnios pro-opiomelanocortina (POMC) que
produzem o hormonio estimulante de a-melandcitos (a-MSH), um agonista
enddgeno de receptores MC-3/4 que estdo amplamente relacionados a efeitos
inibitérios sobre o comportamento alimentar (Cone, 2005; Elmquist et al.,
1999; Williams e Schwartz, 2005). Além disso, os neurdnios POMC do ARC
expressam receptores serotonérgicos do tipo 5-HT,c (Heisler et al., 2002) e
recebem proje¢des neuronais oriundas dos nucleos da rafe (Sim e Joseph,
1991, Vertes et al., 1999).

Os receptores 5-HT,c exercem um papel critico na regulagdo da
homeostase energética, onde camundongos deficientes neste tipo de receptor

desenvolvem hiperfagia e obesidade (Nonogaki et al., 1998; Tecott et al.,
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1995). Estudos eletrofisioldgicos dao ainda mais suporte a esta hipotese
mostrando que drogas serotonérgicas, como a d-Fenfluramina, ativam os
neurénios POMC via receptores 5-HT,¢c (Heisler, et al., 2002; Qiu et al.,
2007; Xu et al., 2008) Além disso, a 5-HT causa a liberagio direta de a-MSH
em fatias hipotalamicas (Tiligada e Wilson, 1989), efeito este desencadeado
através de receptores 5-HT,c (Heisler et al., 2003). Como j& mencionado
anteriormente, os efeitos alimentares provocados pela injecéo de clonidina no
DRN de ratos saciados podem estar ligados a uma diminuicdo do tdnus
inibitério serotonérgico sobre a ingestdo alimentar e por consequéncia uma
diminuigdo na liberacdo de 5-HT no hipotdlamo. Neste caso, esperariamos
encontrar uma menor atividade neuronal no ARC. Porém, o aumento da
atividade dos neurénios POMC parece estar ligado ao fato do animal ter
ingerido alimento durante o periodo experimental e ndo por uma influéncia
direta da droga. A correlacéo positiva entre a porcentagem de neurdnios a-
MSH +/Fos + e a quantidade de alimento ingerido reforca ainda mais essa
hipétese.

Em relacdo aos animais submetidos ao jejum, a injecdo de
fenilefrina no DRN provocou uma diminui¢do na expressdo de Fos no PVN,
sem provocar alteracOes estatisticamente significativas na expresséo de Fos
no ARC, mas apresentando uma diminui¢do na porcentagem de células a-
MSH +/Fos + neste mesmo nicleo. De maneira similar ao encontrado nos
animais saciados, a diminuicdo na atividade de neurdénios POMC também
parece estar ligada ao consumo alimentar do animal j& que a injecdo de FEN
aumenta o tonus inibitorio serotonérgico. Entretanto, ndo podemos excluir a
hip6tese de que as modificagcdes na circuitaria adrenérgica do DRN estejam
influenciando as alteragGes na atividade neuronal nos nucleos hipotalamicos.
Para melhor elucidar essas questdes, novos experimentos estdo sendo

conduzidos em nosso laboratorio através de injecoes de CLO e FEN no DRN
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de ratos saciados e submetidos ao jejum alimentar respectivamente, porém
sem que os animais tenham acesso ao alimento no momento do registro
comportamental. Desse modo, conseguiremos isolar os efeitos da droga e da
ingestdo do alimento sobre a atividade neuronal.

Uma importante estrutura hipotalamica para o controle da ingestéo
alimentar é o PVN, sendo um dos locais onde a 5-HT atua reduzindo a
ingestdo de alimentos (Leibowitz e Alexander, 1998; Voigt e Fink, 2015).
Assim como o ARC, o PVN também possui receptores serotonérgicos e
injecBes de agonistas de receptor 5-HT1g no PVN reduzem a ingestdo de
alimentos (Grignaschi, et al.,1995; Fletcher et al., 1993). Novamente, 0s
efeitos encontrados na expressdo de Fos nos animais saciados e de jejum
noturno no PVN parecem estar ligados a ingestdo alimentar e ndo ao efeito da
injecdo das drogas no DRN. Por outro lado, o PVN recebe projec6es oriundas
do nlcleo arqueado (Atasoy et al., 2012; Cone et al., 2001) assim como
possui receptores do tipo MC3/MC4 (Kishy et al.,2003; Siljee, et al, 2013). A
administracdo local de agonistas de MC3/MC4 no NPV reduz a ingestdo de
alimentos, enquanto que a injecdo de antagonistas aumenta (Giraudo et al.,
1998; Kask e Schioth, 2000; Wirth et al., 2001). Baseado nestas informagdes,
o diferente padrdo de atividade de neurbnios POMC no ARC em animais
saciados e de jejum noturno poderiam explicar as alteracBes de atividade
neuronal encontradas no PVN, ja que este constitui um circuito neuronal
importante na regulacdo da ingestdo alimentar. Ainda que tenhamos
encontrado resultados estatisticamente significativos na expressao de Fos no
PVN, a distribuicdo irregular das marcagdes dentro do nucleo ao longo dos
grupos experimentais dificultou a delimitagdo de uma sub-regido especifica
para estudo. E importante ressaltar que o PVN possui sub-regides com

populagbes neuronais distintas (Sawchenko et al., 2000), impossibilitando
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ainda mais identificagdo da natureza quimica da atividade neuronal
encontrada.

Nos nucleos da rafe, neurdnios serotonérgicos sdo apenas uma das
varias populacdes de células neuroquimicas observadas. Apesar de um
nimero substancial de neurénios no DNR conter serotonina, a maioria das
células sdo ndo serotonérgicas (Adell et al, 2002; Leger e Wiklund, 1982;
Vertes e Crane, 1997). Um nimero grande de outros neurotransmissores, tais
como GABA, dopamina e glutamato estdo presentes nestes ncleos (Adell et
al., 2002; Commons et al, 2003; ; Day et al, 2004; Jacobs e Azmitia, 1992).
Estudos mostram que neurbnios GABAérgicos inibem os neurdnios
serotonérgicos, diminuindo a liberacdo de 5-HT (Adell et al., 2002; Forchetti
e Meek, 1981). Portanto, ndo podemos descartar a hipétese de que os efeitos
desencadeados através da inje¢do de agonistas adrenérgicos no DRN possam
ser devidos a outros tipos de neurbnios ndo serotonérgicos. Estudos
demonstram a presenca de receptores adrenérgicos em neurbnios
GABAérgicos em outras regides, como no prosencéfalo basal (Holmberg et
al., 1999; Midirrousta et al., 2004), e na &rea tegmental ventral, onde a
liberacdo de glutamato é controlada pré-sinapticamente pelo receptor a-2
(Jiménez-Rivera, et al., 2012). Além disso, um recente estudo mostrou que
neurénios GABAérgicos e glutamatérgicos do DRN sdo reciprocamente
ativados por mudancas no balanco energético e que a modulagdo de sua
atividade tem efeitos opostos sobre a ingestdo alimentar - neurdnios GABA
aumentam a ingestdo, enquanto que neurdnios glutamatérgicos suprimem -
(Nectow, et al., 2017). No entanto, ndo existem ainda evidéncias que
mostrem a presenca destes receptores adrenérgicos em neurdnios

GABAérgicos ou glutamatérgicos do DRN.

Os sinais de saciedade de curto prazo oriundos do trato

gastrointestinal, como a distensdo estomacal e os hormonios intestinais
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liberados em resposta as caracteristicas do bolo alimentar (CCK, PYY, GLP-
1), ativam receptores em fibras vagais aferentes e suas projecdes terminam
em neurdnios no NTS (Schwartz et al., 2000). O NTS funciona com um
centro integrador de sinais da periferia, redistribuindo essas informacdes
diretamente para outros nucleos envolvidos com o controle da ingestdo
alimentar, como 0 ARC e 0 PVN, ou de forma indireta até o cOrtex através de
estruturas do tronco encefalico como o LC e os nlcleos da rafe (Berthoud,
2002; Schwartz et al., 2000). A associacdo entre os sinais de curto prazo e o
tronco encefalico parece estar intimamente relacionada, pois a sec¢do do
nervo vago resulta em aumento no tamanho e frequéncia da ingestdo de
alimento (Adan et al., 2008; Yang et al 1992). A resposta hipofagica nos
animais em jejum noturno foi bem caracterizada, pois houve diminui¢do da
quantidade de alimento ingerido e diminui¢do na duracdo da ingestdo de
alimento. Dessa forma, sugerimos que os adrenoceptores presentes no DRN
podem estar associados a circuitos neurais ligados a regulacéo de curto prazo
da ingestdo alimentar (Grill, 2010; Smith, 1996), podendo mediar a saciedade
induzida por sinais sensoriais ativados durante a passagem dos alimentos
ingeridos pelo trato gastrintestinal, caracterizada no presente estudo por uma

reducdo do tamanho e antecipa¢do do termino da refeicao.

A ingestdo de alimento, a distensdo géstrica, assim como a saciedade
induzida pela CCK, por exemplo, aumentam a expressdo da proteina Fos de
neurdnios catecolaminérgicos no NTS (Monnikes et al., 1997; Willing e
Berthoud, 1997) e estimulam a liberacdo de catecolaminas em é&reas de
projecdo (Buller and Day, 1996). Além disso, estudos mostraram um
aumento da expressdo da proteina Fos em grupamentos neuronais
catecolaminérgicos A2/C2 no tronco encefalico em resposta a peptideos
anoréxicos como a CCK e o PYY (Blevins et al., 2003; Rinaman et al.,

1993). Dados recentes de nosso laboratdrio sugerem que o DRN esteja sob
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influéncia de sinais pos-prandiais gerados durante a alimentagdo. A injecéo
intracerebroventricular de AD em ratos saciados resultou em aumento na
expressdo de Fos e sua co-localizagdo com neur6nios 5-HT no DRN de ratos
que tiveram acesso ao alimento durante o registro comportamental, fato que
ndo ocorreu nos animais que ndo tiveram acesso a comida durante o
experimento (Flores et al., 2018). Estes resultados sugerem que 0s neurénios
serotonérgicos e nao serotonérgicos do DRN sdo ativados por sinais pés-
prandiais em resposta & alimentagdo. Refor¢ando essa hipotese, um trabalho
recentemente publicado mostrou a atuagdo do GLP-1 e seus analogos atuando
no DRN, induzindo hipofagia e aumentando a atividade elétrica de neurdnios
serotonérgicos deste nlcleo (Anderberg et al., 2017). Neste caso, o circuito
neural do DRN poderia estar recebendo sinais de saciedade de curto prazo
provenientes da periferia controlando o término da refeigéo.

A ingestdo de agua foi significativamente diminuida ap6s a injecéo
de AD, NA ou FEN no DRN em animais submetidos ao jejum noturno.
Estudos mostram que lesfes excitotoxicas de neurdnios do DRN e MNR
aumentam a ingestdo hidrica em ratos (Cavalcante-Lima et al., 2005;
Olivares et al. 2003), destacando o papel inibitério da 5-HT sobre a ingesta
hidrica. Além disso, a deplecdo especifica de serotonina através do uso de
PCPA induz efeito dipsogénico em ratos (Reis et al., 1994). Dessa maneira,
os efeitos encontrados na ingestdo de agua em animais de jejum noturno
podem estar relacionados com o aumento do tonus inibitério serotonérgico,
inibindo a ingestdo de dgua. No entanto, ratos tendem a beber dgua quando
consomem alimentos solidos e, como resultado, qualquer tratamento que
aumente a ingestdo de alimento deveria aumentar a ingestdo de liquido
(Wirtshafter, 2001). Ao correlacionarmos a quantidade de agua ingerida com
a quantidade de alimento consumido encontrou-se correlagdes positivas com

todas as drogas utilizadas. Neste contexto, a diminuigdo da ingestdo de agua
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parece estar relacionada com a diminui¢cdo do consumo do alimento, e ndo
por uma acdo direta da AD, NA ou FEN sobre 0s neur6nios 5-HT.

A andlise comportamental incluiu ainda quatro outras categorias
comportamentais, denominadas comportamentos ndo ingestivos, com o
intuito de discriminar se os efeitos sobre a ingestdo de alimento foram
especificos para os tratamentos utilizados ou em decorréncia de interferéncia
por outros comportamentos. Manipulacfes que interferem com o sistema
serotonérgico podem, potencialmente, influenciar inimeros comportamentos
além da ingestdo de alimento (Lucky, 1998). Em animais saciados, apenas o
comportamento de imobilidade foi alterado pelos tratamentos com NA e
CLO, tendo sua duracdo diminuida. Nos animais de jejum noturno, 0s
tratamentos com AD, NA e FEN também alteraram o comportamento de
imobilidade, aumentado sua duragdo. O mecanismo neuroquimico pelo qual a
AD ou NA parecem atuar reduzindo a ingestdo do alimento durante a
privacdo alimentar, podem ser atribuidos a uma antecipagdo dos sinais de
saciedade, resultado consistente com o papel inibitério postulado para a 5-HT
no controle do comportamento alimentar (Blundell, 1991; Currie e Coscina,
1993; Hutson et al., 1986; Leibowitz et al, 1988; Leibowitz e Alexander,
1998; Wirtshafter e Krebs, 1990; Wisthafter, 2001). Portanto, estes resultados
indicam que os tratamentos utilizados podem ter antecipado a sequéncia
comportamental de saciedade, cuja caracteristica principal é o aumento da
imobilidade ap6s o consumo alimentar (Halford et al., 1998), induzindo

assim o término da refeic&o.
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6. Conclusbes

Em conclusdo, os dados do presente trabalho mostram o papel
funcional dos receptores o adrenérgicos do DRN no controle da ingestéo
alimentar e sugerem que estes atuem através de mecanismos similares aos
encontrados no MRN em trabalhos anteriores. Parece existir uma influéncia
adrenérgica tonica no animal saciado mediada por estes receptores, a qual
possivelmente atua sobre o sistema serotonérgico deste ndcleo e inibe o
comportamento ingestivo. O efeito hipofagico encontrado apos a ativagdo de
receptores a-1 em ratos submetidos ao jejum noturno reforga a hipétese de
que a ativagdo destes receptores estimula uma influéncia inibitéria sobre a
ingestdo de alimento, que parece ser menos presente durante a privagédo
alimentar. Além disso, as modificacdes encontradas na atividade neuronal no
PVN e nos neurdnios POMC do ARC ap6s as modificagdes na
neurotransmissdo adrenérgica no DRN sugerem que este nucleo atue através

de mecanismos homeostaticos no controle da ingestdo alimentar.
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