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RESUMO

FELICIO, D. Alteracdes na ingestdo de alimento apds a injecdo de 8-
OH-DPAT e MM-77 no Nucleo Arqueado do Hipotalamo. [Dissertagéo]
Floriandpolis: Pds-Graduagdo em Neurociéncias, Universidade Federal
de Santa Catarina; 2012

Estudos em nosso laboratorio mostraram que 8-hidroxi-2-(di-
npropilamino)-tetralina (8-OH-DPAT) injetado no Nucleo Arqueado
(NARC) provocou hipofagia somente na fase de estro. Neste contexto, a
proposta do presente estudo foi investigar a localizagdo do receptor 5-
HT1a no circuito serotonérgico do NARC por meio a injecdo de um
antagonista considerado de acdo pdés-sinaptica, 1-(2-methoxyphenyl)-4-
(4-succinimidobutyl) piperazine (MM-77), em ratas em diestro e estro.
Ratas adaptadas a consumir uma dieta rica em sacarose 10% e com
canulas cronicamente implantadas no NARC foram pré-tratadas com o
veiculo (acido ascorbico 5%) ou MM-77 (doses de 0,37 e 0,74nmol)
seguida pela injecdo de 8-OH-DPAT (6nmol) ou veiculo. Os resultados
mostraram que ratas em diestro apresentaram um consumo de alimento
maior do que o grupo em estro. A injecdo isolada de 8-OH-DPAT no
NARC provocou hipofagia nas duas fases do ciclo estral. Enquanto o
tratamento do NARC com ambas as doses de MM-77 provocou
hiperfagia nas ratas em estro, somente a maior dose provocou um
discreto aumento no consumo de alimento nas ratas em diestro. Quando
injetado ap6s a dose menor de MM-77, o 8-OH-DPAT impediu o
aparecimento da hiperfagia. Por outro lado, quando administrado com a
dose maior de MM-77, 0 8-OH-DPAT reduziu a intensidade da resposta
hiperfagica induzida pelo MM-77. Em diestro, essa interacdo entre
efeitos induzidos pelo MM-77 e pelo 8-OH-DPAT aparentemente esteve
ausente uma vez que a reducdo no consumo de alimento induzido pela
injecdo de 8-OH-DPAT ndo foi afetada pelo tratamento prévio com
MM-77 no NARC. No que se refere a duracdo do comportamento
ingestivo, a inje¢do de 8-OH-DPAT suprimiu 0 aumento na duracdo da
resposta ingestiva provocada pela menor dose de MM-77 e atenuou a
elevacdo dessa resposta induzida pela maior dose de MM-77 nos
animais em estro. Em diestro, a reducdo na duracdo da ingestdo de
alimento provocada pela injecdo de 8-OH-DPAT néo foi afetada pelo
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tratamento prévio com MM-77, efeito semelhante aquele observado na
resposta de ingestdo de alimento. O aumento na laténcia para iniciar o
consumo de alimento induzida pelo tratamento com 8-OH-DPAT no
NARC de ratas em estro foi afetada pelo tratamento prévio com MM-
77. Enguanto essa varidvel ndo foi afetada pelo MM-77 injetado
isoladamente, a sua administracdo reduziu (dose menor) ou suprimiu
(dose maior) a elevacdo na laténcia para iniciar o consumo de alimento
induzido pelo 8-OH-DPAT. Por outro lado, este efeito ndo foi
observado nas ratas em diestro. Esses resultados indicam que 0 MM-77
isolado remove uma influéncia inibitoria sobre a ingestdo de alimento
guando injetado no NARC. Além disso, essa influéncia inibitdria parece
ser sensivel ao nivel de horménios ovarianos no sangue porque oS
efeitos hiperfagicos do MM-77 foram mais intensos durante o estro. Os
resultados também indicam que a ativacdo de receptores 5-HTya, que
antecipam o final da alimentacdo, interfere com os efeitos
desencadeados pelo MM-77, que isoladamente retarda a atuacdo dos
sinais que induzem o término da resposta ingestiva. Considerando que o
MM-77 seja um antagonista de receptor pés-sindptico, os dados do
presente sugerem que o receptor 5-HT 4 estaria localizado em neurdnios
pré-sinapticos, pois, em estro e diestro, 0 MM-77 foi incapaz de impedir
a reducdo da ingestdo de alimento induzida pelo 8-OH-DPAT. Por outro
lado, os efeitos do 8-OH-DPAT sobre a laténcia para iniciar o consumo
de alimento (mecanismos de saciedade) parecem ser mediados por
receptor 5-HTa pds-sindptico, uma vez que o tratamento prévio com
MM-77 suprimiu o retardo na laténcia para iniciar a resposta ingestiva
induzida pelo 8-OH-DPAT durante o estro.

Palavras-chave: Nucleo Arqueado; receptor 5-HT14; consumo de
alimento; ciclo estral.
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ABSTRACT

FELICIO, D. Changes in food intake after injection of 8-OH-DPAT and
MM-77 into arcuate nucleus. Floriandpolis: Pds-Graduacdo em
Neurociéncias, Universidade Federal de Santa Catarina; 2012

Studies in our laboratory showed that 8-hydroxy-2-(di-npropilamino)-
tetralin (8-OH-DPAT) injected into the arcuate nucleus (ARCN) caused
hypophagia only at the stage of estrus. In this context, the purpose of
this study was to investigate the location of the 5-HTy4 receptor in the
NARC serotonergic circuit through the injection of an antagonist with
considered post-synaptic action, 1 - (2-methoxyphenyl) -4 - (4-
succinimidobutyl ) piperazine (MM-77), in rats in diestrus and estrus.
Rats adapted to consume a diet enriched with 10% sucrose bearing
cannuli chronically implanted in ARCN were pre-treated with vehicle
(5% ascorbic acid) or MM-77 (doses of 0.37 and 0.74 nmol) followed
by injection of 8-OH-DPAT (6 nmol) or vehicle. The results showed
that rats in diestrus had a higher food intake than the group in estrus. A
single injection of 8-OH-DPAT in ARCN caused hypophagia in both
phases of the estrous cycle. While the NARC treatment with both doses
of MM-77 caused hyperphagia in female rats in estrus, only the highest
dose caused a slight increase in food intake in rats in diestrus. When
injected after the lower dose of MM-77, 8-OH-DPAT prevented the
onset of hyperphagia. On the other hand, when administered with the
higher dose of MM-77, 8-OH-DPAT reduced the intensity of the
hyperphagic response induced by the MM-77.In diestrus, this interaction
between the effects evoked by MM-77 and 8-OH-DPAT apparently has
been absent since the reduction in food intake induced by injection of 8-
OH-DPAT was not affected by pre-treatment with MM-77 in NARC. In
adiction, the injection of 8-OH-DPAT suppressed the increase in the
duration of ingestive response caused by the lower dose of MM-77 and
attenuated the elevation of this response induced by the higher dose of
MM-77 in animals in estrus. In diestrus, the reduction in the duration of
food intake induced by injection of 8-OH-DPAT was not affected by
pre-treatment with MM-77, an effect similar to that was observed in
response of food intake. The increase in latency to begin food intake
induced by treatment with 8-OH-DPAT in ARCN of rats in estrus cycle
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was affected by pre-treatment with MM-77. While this variable was not
affected by MM-77 injected alone, its administration reduced (lower
dose) or suppressed (higher dose) the increase in latency to begin food
intake induced by 8-OH-DPAT. On the other hand, this effect was not
observed in rats in diestrus. These results indicate that the MM-77 alone
removes an inhibitory influence on food intake when injected into the
ARCN. Furthermore, this inhibitory influence seems to be sensitive to
the level of ovarian hormones in the blood because the hyperphagic
effects of MM-77 were more intense during estrus. The results also
indicate that activation of 5-HT 4 receptors, in anticipation to the end of
food intake, interferes with the effects triggered by MM-77, which alone
slows the action of signals that induce the termination of ingestive
response. Whereas the MM-77 is an antagonist of postsynaptic receptor,
the present data suggest that 5-HT;5 receptor would be located in
presynaptic neurons, because in both different estrous cycle stages
evaluated, the MM-77 was unable to prevent the reduction of food
intake induced by 8-OH-DPAT. On the other hand, the effects of 8-OH-
DPAT on the latency to begin food intake (satiety mechanisms) appear
to be mediated by 5-HT postsynaptic receptor, since pretreatment with
MM-77 suppressed the delay in the response latency to start feeding
behavior induced by 8-OH-DPAT during estrus.

Keywords: Arcuate Nucleus; 5-HT;s receptor; food intake; estrous
cycle.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a busca por respostas fisioldgicas que melhor
elucidem o mecanismo relacionado a regulacdo da ingestdo de alimentos
e do balanco energético corporal é um dos principais focos de estudo.
Isso porque cada vez mais tém-se visto um aumento relevante nos
casos de obesidade, sendo que a mesma estd intimamente relacionada
aos maiores riscos no desenvolvimento de algumas comorbidades e
doencas, tais como: diabetes tipo Il, acidente vascular cerebral,
hiperlipidemia, hipertensdo arterial sistémica, doencas cardiovasculares
e alguns tipos de canceres (MUST et al., 1999; WHO, 1998; 2002;
MEISTER, 2007; SIMPSON et al., 2009).

A ingestdo de alimentos garante ao organismo, nutrientes
adequados e substratos energéticos para as reac¢des bioquimicas que
contribuem nas oscilagdes do metabolismo celular. Este por sua vez é
acompanhado por flutuagGes hormonais que podem regular a sensacao
de fome e o metabolismo (DIETRICH e HORVATH, 2009).

Uma série de sistemas complexos mantém a homeostase
energética a fim de manter o peso corporal e disponibilizar energia
suficiente para todos os processos metabdlicos. Assim sendo, circuitos
neuronais centrais sdo requeridos em conjunto a sinais periféricos,
fazendo com que haja uma regulacdo de ingestdo de alimentos a partir
da sensacdo de fome e da saciedade, entre outros fatores (DIETRICH e
HORVATH, 2009).

O ato de comer ndo somente envolve o instinto de
sobrevivéncia, mas um mecanismo de recompensa, se tornando deste
modo um comportamento complexo. Hoje, sabe-se, que além de areas
primarias como o hipotdlamo e mesencéfalo estarem envolvidas com a
alimentacdo, outras regides também atuam neste processo de
homeostase energética. Caracteristicas organolépticas como cheiro e
aparéncia, por exemplo, podem estimular &reas sensoriais, cujas
informacBes se projetam para areas menos superiores, 0 que leva a
alimentagdo. Além disso, componentes psicoldgicos também podem
influenciar a alimentacdo devido a projecGes a partir do cortex. Apesar
de existir uma complexa rede de sinalizacdo que gerencia o metabolismo
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energético, o hipotalamo e o mesencéfalo sdo constituidos por nucleos
que sdo essenciais nesta regulagdo (DIETRICH e HORVATH, 2009).

No que diz respeito aos sinais periféricos relacionados com esta
regulacdo, peptideos e hormdnios liberados pelo trato gastrointestinal
(TGI) interagem com sinais neurais, modulando a ingestdo de alimentos.
Dentre estes, 0s mais estudados sdo a insulina, a leptina, a
colecistocinina (CCK), o polipeptideo pancreatico (PP), o peptideo YY
(PYY), o peptideo semelhante ao glucagon-1 (GLP-1), a
oxintomodulina (OXM) e a grelina. O modo de atuagéo destes peptideos
e horménios vai desde sua acdo periférica a interacdo com receptores
localizados no hipotadlamo e tronco encefalico, que sdo regibes do
Sistema Nervoso Central (SNC) que fazem parte do controle central do
apetite. Esta interacdo ocorre devido a uma fragilidade da barreira
hemato-encefalica na eminéncia mediana e area postrema, onde
estruturas do SNC préximas como o nlcleo arqueado do hipotalamo
(NARC) e nucleo do trato solitario (NTS), respectivamente, acabam
recebendo influéncias destes fatores (CHAUDHRI et al.,, 2006;
CHAPTINI e PEIKIN, 2008) (Figura 1).

Estes inimeros peptideos e hormonios estéo relacionados a dois
tipos de efeitos: anorexigenos e orexigenos. Os efeitos anorexigenos
relacionados a reducdo da ingestdo de alimento podem ser mediados
pela oximodulina (OXM), peptideo semelhante ao glucagon-1 (GLP-1),
peptideo YY (PYY), transcrito regulado pela cocaina e anfetamina
(CART), insulina, leptina, hormdnio liberador de corticotropina (CRH),
hormoénio estimulante de a-melanécito (a-MSH), colecistocinina (CCK).
Por outro lado, os efeitos orexigenos relacionados ao aumento da
ingestdo alimentar, podem ser mediados pelo cortisol, endorfinas,
neuropeptideos Y (NPY), orexinas A e B, grelina, proteina relacionada
ao agouti (AgRP) (SCHWARTZ et al., 2000; MORTON et al., 2006;
MEISTER, 2007).
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Figura 1. Controle do Apetite. A regulacdo do apetite é controlada por
vias neuronais complexas que tem conexdes reciprocas entre 0
hipotalamo, tronco encefalico e areas corticais superiores. Sinais
periféricos podem atuar transmitindo informacdes por meio de vias
neurais através do tronco encefélico e hipotadlamo. Devido a uma
fragilidade da barreira hemato-encefalica e area postrema, horménios
intestinais e sinais do tecido adiposo podem agir através da corrente
sanguinea para influenciar a sinalizagdo das vias que controlam o
apetite, tais com neurdnios que expressam NPY/AgRP e POMC/CART,
dentro do NARC. Sinais oriundos de centros superiores sdo integrados
com sinais periféricos no hipotdlamo. SNC: Sistema Nervoso Central;
NARC: Nucleo Arqueado; NPY/AgRP: Neuropeptideo Y e Peptideo
relacionado ao agouti; POMC/CART: Pro-6piomelanocortina e
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transcrito regulado pela cocaina e anfetamina; PVN: Ndcleo
paraventricular; LHA: Area Hipotalamica Lateral; DMN: Nucleo
Dorsomedial; VMN: Ndcleo Ventromedial; EM: Eminéncia Mediana;
DVC: Complexo Dorso-Vagal; DVN: Nucleo Motor Dorsal do Vago;
NTS: Nucleo do Trato Solitario; AP: Area Postrema; Gl: Trato
Gastrointestinal; TRH: Hormdnio liberador da tireotrofina; CRH:
Hormdnio liberador da corticotropina; MCH: Horménio Concentrador
de Melanina; BDNF: Fator neurotréfico derivado do cérebro; GLP-1:
Peptideo semelhante ao glucagon; CCK: Colecistocinina; PP:
Polipeptideo Pancreético; PYY: Peptideo YY; OXM: Oximoduling;
BHE: Barreira Hemato-Encefalica. Adaptado de Suzuki et al., 2010

1.1 Regulag&o central da ingestao de alimentos

O tronco encefalico e o hipotalamo desempenham um papel
central na regulagdo da homeostase energética e na ingestdo de
alimentos. Eles recebem sinais da periferia a partir do tecido adiposo e
intestino via nervo vago e mediadores hormonais (CHAPTINI e
PEIKIN, 2008)

A colecistocinina (CCK), por exemplo, é um polipeptideo
intestinal que quando liberado atua de forma com que seja finalizada a
refeicdo (saciedade). Estes e outros sinais alcancam o nucleo do trato
solitario (NTS) no tronco encefalico, via nervo vago e outras rotas. Em
contraste, o tecido adiposo conforme sua proporcao gera sinais humorais
(insulina e leptina) que afetam diretamente o SNC e circuitos que
controlam a homeostase energética. Estes hormonios podem atuar via
receptores no NARC e afetam a alimentacdo e o gasto energético a
longo prazo (SCHWARTZ et al.,, 2000; MORTON et al., 2006;
BLEVINS e BASKIN, 2010)

No que diz respeito ao hipotalamo, este desempenha papel
essencial no controle do apetite e no balango energético (MEISTER,
2007; SUZUKI et al., 2010) Constituido por mais de 40 areas e nucleos
distintos, os principais envolvidos na regulacdo da ingestdo do alimento
sdo o nucleo arqueado (NARC), o nucleo paraventricular (PVN), o
nucleo ventromedial (VMN) e o nicleo dorsomedial (DMN) e as areas
hipotaldmica lateral (AHL) e perifornical (PFA) (SCHWARTZ et al.,
2000; MORTON et al., 2006; MURPHY e BLOOM, 2006; MEISTER,
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2007; SIMPSON et al., 2009) (Figura 2). Além da ingestdo de
alimentos, o hipotalamo esta relacionado a outras funcdes organicas
importantes como sede, reproducdo, temperatura, balanco hormonal e
ritmos bioldgicos (MEISTER, 2007)

CENTROS SUPERIORES CENTROS DE RECOMPENSA

bV
Hipotilamo /NA; _
nm__) PF '/:._I: ' ENCEFALICO
[ ) | —s
<__ARC_ >

Figura 2. Controle Central do Apetite. AP: Area Postrema; EM:
Eminéncia mediana; NAc: Ndcleo accumbens; PFA: Area perifornical;
NTS: Nucleo do Trato Solitario; AHL: Area Hipotalamica Lateral;
PVN: Ndcleo Paraventricular; DMH: Hipotalamo Dorsomedial; VMH:
Hipotdlamo Ventromedial; ARC: Nucleo Arqueado. Adaptado de
Wynne et al., 2005.

Alguns estudos iniciais sugeriram, a partir de experimentos com
lesbes e estimulagcdes em nucleos hipotalamicos, que o VMN teria um
papel de centro da saciedade e a AHL de centro da fome (STELLAR,
1954 ; MAYER, 1967). No entanto, estudos subseqiientes mostraram
gue outros nacleos hipotalamicos e circuitos neuronais estdo
intimamente envolvidos na regulacdo do apetite, por meio de uma
interacdo com o tronco enceféalico e outros centros corticais superiores
(SUZUKI et al., 2010). Além disso, a partir de estudos de lesdo e
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estimulaco elétrica no hipotalamo, foram identificados varios nucleos
que sdo importantes na regulacdo do comportamento alimentar. A
destruicdo no VMN levou a um aumento da sensacdo de fome (com o
incremento do numero de refeicdes), o que pode levar a obesidade
(HETHERINGTON e RANSON, 1940). Do mesmo modo, lesbes no
PVN e NARC, também resultaram em hiperfagia e obesidade
(LEIBOWITZ et al., 1981; CHOI e DALLMAN, 1999 ). Entretanto,
estudos de estimulacdo elétrica na AHL ativaram um controle motor que
provoca a alimentacdo mesmo no estado saciado, enfatizando o papel
deste nacleo na iniciacdo da alimentacdo e sinalizacdo da fome
(HERBERG e BLUNDELL, 1967).

Apesar de inimeros estudos que mostram o envolvimento de
diversas areas cerebrais na ingestdo de alimento, 0 NARC recebe sinais
da periferia por meio do tronco encefalico e da barreira hemato-
encefalica, e desta forma executa um papel integrador na regulacédo
homeostatica da ingestdo de alimento (NISWENDER e SCHWARTZ,
2003; SMALL e BLOOM, 2004).

Deste modo, 0 NARC é conhecido por atuar como mestre na
regulacdo do balanco energético em mamiferos adultos. O NARC est4
localizado no hipotadlamo médio basal e se encontra nas adjacéncias do
terceiro ventriculo, em uma area da barreira hemato-encefalica que é
permedvel a fatores periféricos, um local, portanto, ideal como sensor de
fatores humorais e metabdlicos vindos da periferia (BROADWELL e
BRIGHTMAN, 1976; NORSTED et al, 2008; DIETRICH e
HORVATH, 2009). Além disso, devido a sua proximidade com o
terceiro ventriculo, o NARC também pode ser influenciado por fatores
oriundos do fluido cerebroespinhal, pelo qual é o principal caminho para
a entrada de varios peptideos e hormonios dentro do cérebro através da
barreira hemato-encefélica (DIETRICH e HORVATH, 2009).

A fim de modular a atividade dos neurbénios do NARC, alguns
hormdnios gastrintestinais, pancreaticos e do tecido adiposo sdo
transportados pela barreira hemato-encefélica até este nucleo, sao eles:
insulina (BANKS et al., 1996), leptina (BANKS, 2004), grelina,
colecistocinina (CCK), oxintomodulina (OXM) e peptideo YY
(KASTIN et al., 2002; NONAKA et al., 2003). Os neurdnios do NARC
projetam eferéncias para outros nucleos hipotalémicos secundarios, por
exemplo, o PVN, a AHL e o0 VMN (Figura 2), onde pode ocorrer a
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liberacdo de mais peptideos orexigenos ou anorexigenos para modular a
ingestdo de alimento e o balanco energético (SCHWARTZ et al., 2000;
STANLEY et al., 2005; BERTHOUD, 2007; VALASSI et al., 2007;
CHAPTINI e PEIKIN, 2008).

Além disso, duas distintas populagdes neuronais no NARC tém
sido estudadas e relacionadas a horménios e peptideos gastrointestinais
e pancreaticos (CHAUDHRI et al., 2008). Estes neurdnios apresentam
efeitos opostos na regulagdo da ingestdo alimentar, sendo que alguns
aumentam a ingestdo de alimentos, como 0s que expressam
neuropeptideo Y (NPY) e peptideo relacionado ao agouti (AgRP); e
outros reduzem o consumo alimentar, como 0s que expressam O
horménio estimulante a-melandcito (0-MSH, derivado da pré-
opiomelanocortina -POMC) e o transcrito regulado pela cocaina e
anfetamina (CART) (ELIAS et al., 1998; KRISTENSEN et al., 1998;
MORTON et al., 2006; SUZUKI et al., 2010). Estas populagdes por sua
vez, projetam-se para outros nicleos hipotalamicos como o PVN, DMN,
LHA e VMN (ELIAS et al., 1998; ELMQUIST et al., 1998; KALRA et
al., 1999; BOURET et al., 2004; VALASSI et al., 2007; CHAPTINI e
PEIKIN, 2008; SUZUKI et al., 2010). O horménio estimulante a,f-
melandcito (a- e f-MSH) atua nos receptores de melanocortina (MC3R
e MC4R) e ativa respostas anorexigenas (FAN et al., 1997;
BIEBERMANN et al., 2006; LEE et al., 2006). Por outro lado, AgRP é
um antagonista competitivo MC3/4-R e reduz a sinalizacdo MSH para
promover a ingestdo de alimentos (OLLMANN et al., 1997) (Figura 3).

Os axdnios destes neurdnios fazem conexdo com neurdnios de
segunda ordem, localizados em parte no PVN por meio do qual,
substancias anorexigenas como horménio liberador de corticotropina
(CRH) e oxitocina sdo secretados; e AHL e PFA onde moléculas
orexigenas como hormdnio concentrador de melanina e orexinas sao
produzidas. Circuitos anabolicos sdo ativados quando os niveis de sinais
provenientes do tecido adiposo caem, 0 que consequentemente leva a
um aumento da liberacdo de peptideos orexigenos a fim de restabelecer
os estoques de energia (VALASSI et al., 2007).
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Figura 3. O NARC é o centro integrador da regulacdo da ingestdo de
alimentos. Sinais orexigenicos e anorexigenicos em neurénios POMC e
AgRP-NPY diretamente afetam as propriedades eletrofisiol6gicas dos
neurdnios. Outros transmissores (CCK, Amilina, MCH, dopamina,
Histamina, Noradrenalina) diretamente afetam as propriedades
eletrofisioldgicas dos neurénios do NARC, com os quais se projetam
para Varios circuitos neurais. DVC: Complexo Dorso-Vagal; NPY:
Neuropeptideo Y; 5-HT: Serotonina; MSH: Hormoénio; PYY: Peptideo
YY; LH: Hipotalamo Lateral; PVN: Ndcleo Paraventricular; Acc:
Nucleo Accubens; BLA: Amidala Basolateral; PFC: Area Perifornical;
CCK: Colecistocinina; Adaptado de Adan et al. 2008

Os neurbnios que expressam NPY/AgRP sdo inibidos pela
leptina, insulina e PYY (SCHWARTZ et al., 2000; CHAPTINI e
PEIKIN, 2008), sendo ativados pela grelina (NAKAZATO et al., 2001;
WREN et al.,, 2001; COWLEY et al., 2003; FLIER, 2004). Alguns
estudos mostram que a administracdo periférica de grelina aumenta a
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expressdo de NPY/AgRP no NARC e a ablacdo destes neurbnios
elimina os efeitos orexigenos provocados pela grelina (WANG et al.,
2002; CHEN et al., 2004). Diferentemente destes neuropeptideos, os
neurdnios que expressam peptideos anorexigenos sdo inibidos pela
grelina, e previnem a libera¢ao de a-MSH (RIEDIGER et al., 2003; DE
LARTIGUE et al., 2007).

Insulina e leptina apresentam receptores em neurdnios POMC e
AgRP e quando presentes aumentam a expressdo de RNAm para
POMC e reduzem os niveis de RNAm para AgRP. Além disso, ambas
as populacgdes neuronais expressam 0 neurotransmissor inibitério acido
gama-aminobutirico (GABA). Os neurdnios do NARC que expressam
NPY, quando ativados, liberam localmente GABA, para inibir os
neurdnios que expressam POMC (Figura 3). Sendo assim, o NARC
parece ser o local de convergéncia de muitos dos sinais centrais e
periféricos que regulam o balanco energético homeostatico do
organismo (Figura 3) (SCHWARTZ et al., 1992; HORVARTH et al.,
1997; COWLEY et al., 2001; BENOIT et al., 2002; HENTGES et al,
2004; STANLEY et al., 2005; KITAMURA et al., 2006; VALASSI et
al., 2007). Especificamente, a leptina regula positivamente neurbnios
que expressam o-MSH (agonista enddgeno de melanocortina) e regula
negativamente as células que contém antagonistas enddgenos de
melanocortina, AgRP (ELIAS et al., 1999) (Figura 4). A ativacdo de
POMC aumenta a liberagdo de agonista de receptor de melanocortina
endogeno a-MSH, que apresenta uma grande afinidade para MC4R, e
por isso é considerado um mediador do balanco energético (FAN et al.,
2000; FAROOQI et al., 2003).
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Figura 4. Regulacdo da homeostase energética por de neurénios POMC
e AgRP através do sistema melanocortina. POMC e AgRP localizados
no NARC, proximos a barreira hemato-encefélica, permite o acesso de
varios sinais humorais. Ambas as populacdes neuronais exercem efeitos
potentes no balanco energético mediado por seus neuropeptideos, com
os quais modulam os neurdnios de segunda ordem. a- e B-MSH atuam
no MC3R e MC4R a fim de reduzir o consumo de alimentos e aumentar
0 gasto energético. Neurdnios que expressam AgRP atuam como um
antagonista de MC3R e MC4R e promovem respostas opostas. Inibi¢do
gabaérgica tem sido descrita a partir de ambos neurdnios, POMC e
AgRP para neurdnios efetores, bem como de neurdnios AgRP para
neurdnios POMC. GABA: Acido gama-aminobutirico; AgRP: peptideo
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relacionado ao agouti; o/B-MSH: Hormonio estimulador de melandcito
alfa e beta. Adaptado de Sanchez-Lasheras et al., 2010.

Todos estes sinais hormonais, fisioldgicos e neurais, atuam em
diversos locais do SNC e se direcionam ao hipotalamo, onde existe um
grande nimero de peptideos e outros neurotransmissores que estdo
relacionados a ingestdo alimentar (Quadro 1). Dentre tantas substancias
envolvidas neste controle estdo as aminas: serotonina, noradrenalina,
dopamina, histamina e alguns aminoacidos: &cido gama-aminobutirico
(GABA), 4cido glutdmico (glutamato) (KALRA et al., 1999; SARIKA
ARORA, 2006).

No que se refere ao sistema nervoso central (SNC) de humanos, a
5-HT tem um importante papel em funcdes fisiologicas tais como sono,
alimentacdo, comportamento sexual, regulacdo da temperatura, resposta
ao estresse, memoria, dor e cognicdo, assim como estados patolégicos
como distarbios de humor, desordens relacionadas a ansiedade, e
psicoses (POLTER e LI, 2010).

Desta forma, estudar o sistema serotonérgico e suas relages no
gue diz respeito ao controle da ingestdo de alimento (influéncia
serotonérgica na ingestdo de alimentos, tipos de receptores 5-HT,
influéncia das alteracGes hormonais que ocorrem nas diferentes fases do
ciclo estral) é imprescindivel e sera descrita nos tépicos a seguir.
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Quadro 1. Efeitos de peptideos, hormdnios e neurotransmissores
centrais e periféricos sobre a ingestdo de alimentos (Adaptado de
Schwartz et al., 2000; Sarika Arora, 2006).

Anorexigeno Orexigeno

Central Transcrito  regulado | Neuropeptideo Y(NPY)
pela cocaina e
anfetamina (CART)

Hormonio estimulante | MCH
do o-melandcito

(a-MSH)

Peptideo semelhante | Orexinas/Hipocretinas

ao Glucagon

Fator Liberador de | Proteina relacionado ao

Corticotropina agouti (AgRP)

Insulina Galanina

Serotonina Opidides Endégenos

Neurotensina Endocanabiondides

Noradrenalina

Periférica Peptideo YY Grelina

Colecistocinina

Leptina

Amilina

Insulina

Peptideo  semelhante
ao Glucagon (GLP)
Bombesina

1.2 Serotonina: subtipos e localizacéo de receptores 5-HT

A serotonina é um composto organico que foi encontrado
primeiramente no sangue. Em 1948 a serotonina foi parcialmente
purificada, cristalizada e nomeada por meio do sangue (RAPPORT e
GREEN, 1948), ja em 1953 ela foi descoberta no Sistema Nervoso
Central (SNC) (TWAROG, 1953), sendo este um marco na histdria da
neurociéncia. Inicialmente a serotonina foi identificada como uma
substancia vasocontritora e de coagulacdo sanguinea, mas
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posteriormente ela foi relacionada ao sistema digestivo, sistema
hematopoiético e sistema nervoso central, sendo que a maior parte é
encontrada nas células enterocromafins do trato gastrointestinal
(KITSON, 2007).

Considerada uma amina bhiogénica, a serotonina (5-HT) é um
importante neurotransmissor envolvido em diversas fun¢des organicas,
como dor: apetite, sexo, emogdo, sono, memoria; e tem sido associada a
algumas doencas, como: transtornos de ansiedade, depressdo, fobia
social, esquizofrenia, transtorno compulsivo-obcessivo, desordens do
panico, hipertenséo e transtornos de alimentagdo (GREEN, 2006).

Produzida a partir do L-triptofano pela enzima triptofano
hidroxilase, a 5-HT ndo atravessa a barreira hemato-encefalica, e
portanto, deve ser sitentizada no SNC. A principal regido produtora
localiza-se no tronco encefalico, especificamente no nucleo da rafe
(WATTS, 2005). Apo6s a liberacdo na fenda sinaptica, a 5-HT pode
atuar tanto em receptores pds-sinapticos, que levam a informacéo para
outros neurbnios, como em receptores pré-sinapticos que regulam a
sintese e a liberagdo de 5-HT (BOHMAKER et al., 1992). O
metabolismo da 5-HT ocorre pela acdo de uma enzima mitocondrial
chamada Monoamina Oxidase A que a converte em acido 5-hidroxi-
indolacético (KITSON, 2007) (Figura 5)
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Figura 5. Sintese de 5-Hidroxitriptamina (5-HT) e seus metabolitos.
Adaptado de Kitson, 2007

Sete classes de receptores para a 5-HT ja foram descobertas: (5-
HT,;), sendo divididas em 16 subtipos diferentes 5-HT; (5-HTa, 5-
HTlB, 5-HT1D, 5'HT1E e 5'HT1|:), 5'HT2 (5'HT2A, 5'HT25 e 5'HT2c), 5-
HTs (5-HT3a, 5-HT3s € 5-HTg), 5-HT4, 5-HTs (5-HT5,, 5-HT5g), 5-
HTes e 5-HT; (PAUWELS, 2003). Estes receptores estdo principalmente
acoplados a proteina G, que quando ativada por estimulos exteriores,
pode migrar pelo citosol e ativar enzimas amplificadoras no meio
intracelular, desencadeando uma cascata de eventos, o que caracteriza o
processo de transdugdo de sinais. Por outro lado, o receptor 5-HT; esté
acoplado ao canal iénico, formado por proteinas transmembrana que
permitem a passagem de ions pela camada lipidica da membrana
plasmatica. Apesar destes inimeros receptores serotonérgicos, o subtipo
5-HT14 € 0 mais estudado e caracterizado se comparado aos demais
(PESSOA-MAHANA, 2003; KITSON, 2007; MOURA e VIDAL,
2011).

Em mamiferos, os receptores 5-HT;, sdo divididos em duas
diferentes classes, conforme a sua localizacdo. Receptores 5-HTa pré-



35

sindpticos estdo localizados nos dendritos e corpo celular dos neurénios
5-HT que emergem do ndcleo da rafe para inervar o cérebro e a medula
espinhal medular (PAZOS e PALACIOS, 1985; VERGE et al. 1986;
BARNES e SHARP, 1999). Os receptores somatodendriticos 5-HTa
atuam como um autoreceptor inibitério porque sua estimulagéo resulta
em diminuicdo dos disparos dos neurdnios serotoninérgicos da rafe
(SPROUSE e AGHAJANIAN, 1987; HJORTH e MAGNUSSON,
1988). Existem também receptores 5-HTa pés-sindpticos que estdo
localizados em areas do cérebro que sdo inervadas por neurénios 5-HT,
como o hipocampo, cdrtex entorrinal e frontal, septum lateral, amidala, e
varias regides do hipotadlamo e nicleos talamicos (BARNES e SHARP,
1999; HIORTH e SHARP, 1991). No que se refere a estes dois tipos de
receptores, sugere-se que agonistas 5-HT;5 em estruturas pré ou pos-
sindpticas tenham diferentes efeitos dependendo dos modelos de
ansiedade utilizados (ZHUANG et al., 1999).

No que diz respeito a sua localizacdo, os receptores 5-HTa
estdo abundantemente presentes no giro denteado e area CAl do
hipocampo, no septum lateral, no cortex frontal e entorrinal, no nicleo
dorsal da rafe, estriado, substancia negra e cerebelo, e em menor
expressdo em algumas areas talamicas e hipotalamicas (KITSON, 2007).
Collin et al. (2002) verificaram a presenca destes receptores em
neurdnios localizados no nicleo supra-6ptico, PVN, VMH, assim como
no NARC e AHL. Neurdnios do NARC sdo modulados em parte por 5-
HT, por meio dos seus receptores (ADAN et al., 2008).

1.3 Serotonina e ingestado de alimentos

O papel da serotonina na regulagdo da ingestdo de alimento tem
sido amplamente estudado (BLUNDELL 1986; DOURISH, 1995;
SIMANSKY, 1996; BICKERDIKE et al., 1999), e ensaios clinicos
atuais tém trazido evidéncias de que a 5-HT esteja envolvida em
distarbios alimentares, tais como obesidade, anorexia e bulimia nervosa
(REIS et al., 2005; KAYE et al., 2005; LEIBOWITZ e ALEXANDER,
1998; ERLANSON-ALBERTSSON, 2005; OGDEN et al., 2006;
SIMPSON et al., 2009).

A 5-HT atua de modo inibitério na modulacéo da ingestdo de
alimento e na regulacdo do peso corporal (MEISTER, 2007). Alguns
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estudos tém demonstrado que o aumento na sua liberacdo central esta
relacionado a estados de hipofagia, ao suprimir o apetite; e que a
reducdo na neurotransmissdo serotonérgica por outro lado, esteja
envolvida a um aumento no consumo de alimentos (BLUNDELL, 1986;
HALFORD & BLUNDELL, 2000; INAM et al, 2008). Este
neurotransmissor é originado a partir dos neurbnios da rafe, que se
projetam para inimeros locais do SNC, entre eles o hipotalamo, que
recebe transmissdes serotonérgicas principalmente do ndcleo dorsal da
rafe (MEISTER, 2007). Em circuitos hipotaldmicos sdo encontrados
varios tipos de receptores poOs-sindpticos que sdo responsaveis pelos
efeitos hipofagicos mediados pela 5-HT (BOVETTO e RICHARD,
1995).

Em meados de 1990, a d-fenfluramina, um inibidor da
recaptacdo e indutor da liberacdo da 5-HT, foi prescrito para milhdes de
americanos para a perda de peso, porém devido a efeitos
cardiovasculares adversos, 0 mesmo foi retirado do uso clinico em 1997
(CONNOLLI et al., 1997). Neste contexto, um inibidor da recaptacéo de
noradrenalina (NA) e da serotonina, chamado de sibutramina, foi
aprovado para uso no tratamento da obesidade com intuito de aumentar
a saciedade e induzir um efeito termogénico que levaria a perda de peso
(NONOGAKI, 2008). Entretanto, os mecanismos moleculares pelo qual
a sibutramina e outras drogas para uso na perda de peso e aumento da
saciedade ainda ndo foram totalmente esclarecidas. Baixas doses de
agonistas de 5-HT afetam a fome quando injetadas no hipotalamo
(LEIBOWITZ e ALEXANDER, 1998) e agentes farmacolégicos que
aumentam a atividade da 5-HT no SNC reduzem a fome e promovem
perda de peso (MEISTER, 2007).

Alguns estudos mostram que a ativacdo de receptores 5-HT2C
ou 5-HT1B reduzem a ingestdo alimentar (DE VRY e SCHREIBER,
2000; DOURISH, 1995; SAMANIN et al., 1989; KENNETT e
CURZON, 1988; BICKERDIKE et al., 1999; HEISLER et al., 2006;
HEWITT et al., 2000; HALFORD e BLUNDELL, 1996; DALTON et
al., 2006), enquanto a ativacdo de receptores 5-HT1A pode causar
hiperfagia (EBENEZER e SURUJBALLY, 2007; DOURISH et al.,
1985; 1988; EBENEZER, 1992a; GILBERT e DOURISH, 1987,
COSCINA et al., 2000; CURRIE e COSCINA, 1993; PARKER e
COSCINA, 2001) ou reducdo na ingestdo de alimento (Arkle e
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Ebenezer, 2000; Ebenezer et al., 2007; Lopez-Alonso et al., 2007;
Ebenezer et al., 1999; Ebenezer, 1992b; Ebenezer e Tite, 2003;
Ebenezer et al., 2001). Estes efeitos ingestivos parecem ser mediados
primariamente por ativacdo de receptores 5-HTia, 5-HTig € 5-HToc
presentes no nucleo da rafe, no complexo amigdal6ide ou no hipotdlamo
(COSCINA et al., 2000; CURRIE e COSCINA, 1993; DE VRY e
SCHREIBER, 2000; HUTSON et al., 1986; PARKER e COSCINA,
2001; PARKER et al., 2001; COLLIN et al., 2002; HEISLER et al.,
2002; 2006).

Estudos sugerem que a ativacdo de receptores 5-HT,¢ estimula
neurbnios do NARC que expressam o polipeptideo pro-
opiomelanocortina (POMC), precursor do neuropeptideo anorexigenico
a-MSH. A ativagdo de receptores 5-HT;z do NARC tanto inibe a
atividade dos neurdnios que expressam a proteina relacionada ao agouti
(AgRP, orexigenico), quanto reduz os sinais inibitérios pds-sinapticos
sobre neurénios que expressam o polipeptideo POMC. Esse controle do
sistema de melanocortinas pode representar um importante mecanismo,
pelo qual a 5-HT reduz a ingestdo de alimento (HEISLER, 2002; 2006)
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Quadro 2. Efeitos da ativacdo de receptores 5-HTa, 5-HT,c € 5-HT g

Receptor 5- | Efeito Animais/via/estado Autores
HT na nutricional
ingestao
de
alimento|
Ativacdo de Ratos/NDR/NMR/saciadosjCurrie e Coscina,
receptor 5- 1993
HT1a Ratos/pBLA/saciados Coscina et al.,
Aumento 2000
Ratos/pBLA/saciados Parker e Coscina,
2001
Camundongos/ip/saciados |Ebenezer et al.,
2007
Ratos/PVN/dieta [Mancilla-Diaz et
palatavel al., 2005
Ratos/NARC/ dietalSteffens et al,,
Redugdo [palatavel 2008
Porcos/iv/jejum Ebenezer et al,
2001
Ratos/PVN/jejum Lopez-Alonso  ef]
al., 2007
Ativacdo de Ratos/PVN/ dieta Lopez-Alonso et
receptores 5- | Reducd [palatavel al., 2007
HT2c 0 Camundongos/ip/dieta | Dalton et al., 2006
normal
Ativacdo de Camundongos/ip/dieta Dalton et al., 2006
receptores 5- | Reducgd fnormal
HTs 0 Camundongo/ip/saciados | Halford e
Blundell, 1996
Ratos/ip/jejum Lee e Simansky,
1997

Legendas: NDR: Nucleo Dorsal da Rafe; NMR: Nucleo Mediano da
Rafe; pBLA: Amidala Basolateral; PVN: Nuicleo Paraventricular;
NARC: Nucleo Argueado do Hipotalamo.
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O efeito hipofagico da 5-HT pode ser mediado em parte por
receptores 5-HTc, visto que camundongos knockout para este receptor
apresentaram-se hiperfagicos e obesos (NONOGAKI, 1998). Por outro
lado, receptores 5-HTia e 5-HTig, encontrados em neurdnios
hipotaldmicos, tém sido relacionados ao controle da fome e possuem
efeitos opostos no comportamento ingestivo (MEISTER, 2007).

Ao longo de trinta anos desde a descoberta da relacdo da
serotonina com a ingestdo de alimento, muitos estudos vém sendo
realizados por meio de microinjecdes de drogas diretamente em ndcleos
cerebrais  especificos (HALFORD et al, 2007). Estudos
comportamentais revelam que agonistas do receptor 5-HT 4, como o 8-
OH-DPAT, aumentam a ingestdo de alimento em animais nao privados
de alimento (EBENEZER e SURUJBALLY, 2007; DOURISH et al.,
1985; 1988; EBENEZER, 1992a; GILBERT e DOURISH, 1987;
COSCINA et al., 2000; CURRIE e COSCINA, 1993; PARKER e
COSCINA, 2001), mas diminuem a alimentagdo em animais privados de
alimento (ARKLE e EBENEZER, 2000; EBENEZER et al., 2007;
LOPEZ-ALONSO et al., 2007; EBENEZER et al., 1999; EBENEZER,
1992b; EBENEZER e TITE, 2003; EBENEZER et al., 2001) Estudos
eletrofisioldgicos e neuroquimicos sugerem que o0 aumento na ingestdo
de alimento observado apds a administracdo do agonista dos receptores
5-HT 14 é mediado por uma acdo em autoreceptores 5-HTy4 no nicleo da
rafe (EBENEZER, 1992a). No entanto, ndo é claro se os efeitos
hipofagicos desses agentes sejam mediados por uma acdo em receptores
5-HT 14 pré ou pds-sindpticos (ARKLE e EBENEZER, 2000).

Estudos com ratos saciados mostraram uma elevagdo do
consumo de alimento quando os animais foram tratados com 8-OH-
DPAT, fato este que pode ser justificado pela ativagio de receptores 5-
HT.a (autoreceptor somatodendritico) encontrados no NMR e NDR,
responsaveis por uma inibicdo da atividade neuronal serotonérgica que
leva a uma redugdo na liberagdo de 5-HT em &reas prosencefalicas
(FLETCHER e COSCINA, 1993; CURRIE e COSCINA, 1996;
COSCINA et al., 2000). Este mecanismo sugere um tonus inibitorio
serotonérgico exercido por neurdnios localizados nos nucleos da rafe
sobre estruturas prosencefélicas que tem relagdo com o controle da
ingestdo de alimentos.
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Como os receptores 5-HT14 em neurdnios imunoreativos nunca
foram visualizados em fibras ou terminagfes neurais, parece que 0
controle da liberacdo, pela serotonina (5-HT), dos neuropeptideos
produzidos por neurdnios do NARC pode ser mediado por receptores 5-
HT1a poOs-sindpticos (COLLIN et al., 2002). Além disso, a 5-HT pode
ser liberada em locais do NARC, onde receptores 5-HTa estdo
presentes, uma vez que fibras neurais serotonérgicas foram encontradas
bem proximas aos neurdnios contendo receptores 5-HTia
imunorreativos (COLLIN et al., 2002).

Neste contexto, alguns estudos mostraram que droga 1-(2-
methoxyphenyl)-4-(4-succinimidobutyl) piperazine (MM-77),
apresentou uma atividade antagonista em receptores 5-HT;n pOs-
singpticos (MOKROSZ et al., 1994; GRIEBEL et al., 2000;
WESOLOWSKA et al., 2003), fato este de grande importancia para a
investigagdo aqui proposta.

1.4 Serotonina e influéncia do ciclo ovariano

O controle da alimentacdo por circuitos serotonérgicos parece
ser influenciado por alteracfes fisiolégicas na concentracdo dos
esterdides ovarianos que ocorrem durante o ciclo estral de ratas. Este
ciclo tem duracdo média de 4-5 dias e é caracterizado por quatro fases:
proestro, estro, metaestro e diestro, sendo que tal classificacdo pode ser
determinada pelos tipos celulares observados no esfregaco vaginal. Por
ser um ciclo ovulatério de poucos dias, ratas se tornam um bom modelo
para estudar possiveis alteracbes que ocorrem no ciclo reprodutivo
(FREEMAN, 1998; MARCONDES et al., 2005). Durante este ciclo, h4
uma alteracdo no nivel de hormdnios, como prolactina, progesterona,
hormdnio luteinizante, estrogénio e horménio foliculo estimulante, que
influencia em véarios comportamentos. O pico de liberacdo de estradiol
que ocorre em proestro, ativa receptores que estimulam fatores de
transcricdo. Esta ativacdo faz com que os efeitos do estradiol perdurem
12 horas ou mais, 0 que contribui com as alteracfes de comportamento
observadas em estro. Em ratas, variacdes na receptividade sexual,
ingestdo de alimento e exploragcdo locomotora ocorrem durante a fase
escura da ovulagdo, periodo este que coincide com o final do proestro e
0 inicio do estro. (BECKER et al, 2005).
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Figura 6. PadrBes de Estradiol, Progesterona e LH em ratas durante o
ciclo reprodutivo. Abrevia¢Ges: LH: Hormdnio Luteinizante. Adaptado
de Becker et al., 2004.

O estradiol (E2) é sintetizado dentro do foliculo ovariano e atua
no sistema reprodutivo feminino. Além disso, existem outros locais de
producgdo, como o tecido adiposo, que mantém os niveis do plasma, e o
encéfalo (em algumas regides hipotalamicas e amigdala) (NELSON e
BULUN, 2001; SHARPE, 1998). Relacionado a fungfes homeostaticas
como reproducdo, resposta ao estresse, fome, ciclo do sono, e regulacdo
da temperatura, 0 E2 atua nestes sistemas por meio de receptores
nucleares/intracelulares de E2 (receptores estrogénicos) ERa e ERB, que
atuam como fatores de transcri¢do (QIU et al., 2003;2006). Deste modo,
Musatov et al. (2007) verificaram que ratos que ndo expressavam ERa
no VMN apresentaram uma alteracdo metabdlica acompanhada por uma
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reducdo no gasto energético, o que mostra o envolvimento deste
hormdnio na homeostase corporal.

No que se refere ao NARC, alguns estudos tém mostrado um
envolvimento do E2 principalmente com 0s neurfnios que expressam
NPY/AgRP , e sua atuacdo na regulagéo da ingestdo de alimentos ocorre
por meio de uma inibicdo das células responsaveis pela fome (neurdnios
NPY/AgRP), além de modular a neurotransmissdo de POMC
(anorexigeno), o que leva a reducdo do apetite (HORVATH, 2005;
GAO e HORVATH, 2008; KELLER et al., 2009). O E2 atua por meio
de receptores encontrados no hipotalamo a fim de reduzir a sensa¢éo de
fome, e pode mediar este efeito anorexigeno, entre outros fatores, pela
diminuicdo da expresséo e liberacdo do NPY no NARC, além de uma
alteracdo na sensibilidade & administracdo central de leptina e um
aumento da neurotransmissdo serotonérgica (WADE et al.,, 1985;
UPHOUSE e SALAMANCA, 1991; SALAMANCA e UPHOUSE,
1992; CLEGG et al., 2006; BROWN e CLEGG, 2010).

O aumento na ingestdo de alimento induzido pela injecdo
periférica de 8-OH-DPAT (agonista 5-HT») em ratos em jejum é mais
evidente em ratas na fase de diestro que em proestro ou estro
(UPHOUSE et al, 1991). Além disso, a sensibilidade a influéncia tonica
inibitéria exercida pela 5-HT no controle da ingestdo de alimento parece
ser mais evidente durante o estro que em outras fases do ciclo estral em
ratas. A infusdo de metergolina (MET), antagonista ndo seletivo de
receptores 5-HT, na regido posterior da amigdala basolateral (pBLA)
induz uma intensa reducdo no consumo de alimento em ratas no estro,
comparado com os animais em diestro. Consequentemente, a sinaliza¢do
inibitoria da 5-HT sobre a ingestdo de alimento parece ser mais intensa
no estro em circuitos da pBLA (PARKER et al., 2002). Neste mesmo
sentido, foi demonstrado que os efeitos anoréticos da fenfluramina sdo
mais intensos em ratas no estro que em diestro, e que a resposta
hipofagica induzida pela fenfluramina é intensificada pelo tratamento
com estrogénios em ratas ooforectomizadas (ECKEL et al., 2005,
RIVERA e ECKEL, 2005). Ainda em ratas ooforectomizadas, foi
mostrado que o tratamento com estradiol atenua a hiperfagia induzida
por 8-OH-DPAT (SALAMANCA e UPHOUSE, 1992).

A resposta hiperfagica observada ap6s a ooforectomia é
atribuida ao declinio dos niveis circulantes de estradiol (ndo de



43

progesterona), uma vez que somente a reposicdo de estradiol é capaz de
reverter a ingestdo de alimento em ratas ooforectomizadas (GEARY e
ASARIAN, 1999). O estrogénio reduz a funcdo de receptores 5-HTa
localizados no ndcleo dorsal da rafe e a secrecdo pré-ovulatéria do
estradiol em ratas reduz a expresséo de receptores 5-HT;4 (MASWOOD
et al., 1995). Também em ratas, o estrogénio diminuiu a capacidade do
8-OH-DPAT em inibir neurénios 5-HT localizados no nucleo dorsal da
rafe (LAKOSKI e CUNNINGHAM, 1988). Em primatas ndo humanos,
0 tratamento com estrogénio e progesterona em animais
ooforectomizados diminui a expressdo de mRNA de auto-receptores 5-
HT1a no nucleo dorsal da rafe (PECINS-THOMPSON e BETHEA,
1999). No hipotalamo de macacas, 0 nimero de receptores 5-HT pos-
sindpticos diminui apds tratamento com estrogénio (LU e BETHEA,
2002). Adicionalmente, a ligacdo do receptor com proteina G apds
estimulacdo induzida pelo 8-OH-DPAT é reduzida por tratamento com
horm6nios ovarianos em ratas ou macacas ooforectomizadas (LU e
BETHEA, 2002).

Asarian & Geary (2002) notaram que ratas ooforectimizadas
apresentaram maior consumo de alimento acompanhado de um aumento
no tamanho da refei¢do e reducédo da freqiiéncia de consumo. Entretanto,
estes mesmos autores verificaram que apds a injecdo de estradiol houve
uma reducgdo na ingestdo alimentar por meio de uma antecipacdo da
finalizaclo da refeicdo, caracteristicas estas também evidenciadas em
ratas intactas na fase de estro. Além disso, a administracdo de estradiol
no NARC também causou uma reducdo na ingestdo de alimento em
ratas ooforectomizadas e permitiu assim, verificar que o NARC se
constitui de um importante nlcleo de efeito anorexigeno mediado pelo
estradiol (SANTOLLO etal., 2011)

Estudos conduzidos neste laboratério avaliaram os efeitos das
injecdes locais de MET ou de 8-OH-DPAT (agonista de receptor 5-
HT.a € 5HT;) no NARC sobre o comportamento ingestivo de ratas
durante o periodo diurno da fase de estro e diestro, adaptadas a comer
uma racdo enriquecida com 10% de sacarose. Os resultados mostraram
que 8-OH-DPAT injetado no NARC provocou hipofagia somente na
fase de estro. A administracdo de MET no NARC ndo modificou a
ingestdo de alimentos durante as duas fases do ciclo estral. Durante a
fase de estro, o tratamento com 8-OH-DPAT no NARC reduziu a
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duracdo da resposta de ingestdo de alimentacdo. A laténcia para iniciar a
alimentacdo, a ingestdo de agua e comportamentos nao-ingestivos ndo
foram afetados pelo 8-OH-DPAT ou MET injetados no NARC em
ambas as fases do ciclo estral. Estes resultados indicam que o0s
receptores 5-HT;a localizados no NARC participam dos mecanismos
serotonérgicos de controle da ingestdo de alimento. Estes circuitos
encontrados no NARC sdo, possivelmente, afetados por hormonios
ovarianos que poderiam aumentar a sensibilidade dos neurbnios do
NARC para os efeitos hipofagicos de 8-OH-DPAT, ou aumentar a
eficacia de sinais de saciedade que terminam a alimentacdo. Além disso,
este estudo indicou que circuitos serotoninérgicos localizados no NARC
ndo exercem uma atividade inibitdria tbnica sobre circuitos neuronais
relacionados com a ingestéo de alimento (STEFFENS et al., 2008).

InvestigacOes posteriores mostraram que o pré-tratamento do
nicleo NARC com WAY100635 (antagonista dos receptores 5-HT1a)
suprimiu a reducdo na duracdo da resposta de ingestdo de alimento,
evocadas pelo 8-OH-DPAT durante a fase de estro. Esses resultados
reforcam a participacdo de receptores 5-HT;5o do NARC em circuitos
serotoninérgicos de controle da ingestdo de alimento e que estes
circuitos sdo afetados por secrecdo dos horménios ovarianos
(STEFFENS et al., 2010).

Portanto, a proposta do presente estudo foi estender a
investigacdo sobre a participagdo dos receptores 5-HT;4 do NARC no
controle da ingestdo de alimento avaliando a localizacdo do receptor 5-
HT.a nesse circuito. Além disso, estudar a influéncia dos hormonios
ovarianos nos comportamentos ingestivos € de grande importancia, a
fim de buscar maiores esclarecimentos das relagBes entre 5-HT e o0s
horménios ovarianos, e principalmente destacar a atuagdo destes em um
nucleo que exerce papel-chave no controle ingestivo.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Este estudo teve como objetivo verificar uma possivel influéncia dos
horménios gonadais sobre os efeitos da efeitos da injecdo
intrahipotalamica de MM-77 (2-(2-methoxyphenyl)-4-(4-
succinimidobutyl) piperazine) e 8-OH-DPAT (8-hidroxi-2-(di-n-
propilamino)-tetralina) em ratas.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Avaliar os efeitos da injecdo de 8-OH-DPAT no NARC sobre a
ingestdo de alimento na fase estro e diestro de ratas

2.2.2 Avaliar os efeitos da injecdo de MM-77 no NARC sobre a
ingestdo de alimento na fase estro e diestro de ratas

2.2.3 Avaliar os efeitos da inje¢cdo de OH-DPAT no NARC sobre a
ingestdo de alimento na fase estro e diestro de ratas pré-tratadas com
MM-77

2.2.4 Determinar se existe diferenca no consumo de alimentos nas
diferentes fases do ciclo estral e entre diferentes tratamentos efetuados

2.2.5 Awvaliar possiveis alteracfes na ingestdo de agua (quantidade
ingerida, duragdo e laténcia para iniciar a resposta de consumo) bem
como as duracdes para iniciar 0s comportamentos ndo ingestivos
(exploracdo vertical, locomocdo, auto-limpeza, exploragdo néo
locomotora e imobilidade)

2.2.6 Determinar se a hipofagia induzida pelo 8-OH-DPAT ¢ revertida
no pré-tramento com MM-77 e avaliar uma possivel relacdo do receptor
5HT A ser pds-sinaptico no NARC.
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3. MATERIAIS E METODOS

Todos os experimentos aqui realizados estavam de acordo com
0s principios éticos de experimentacdo animal, postulados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal e foram aprovados pelo Comité
de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Santa Catarina
(CEUA-UFSC), protocolo de pesquisa nimero  PP00526-
23080.027319/2010-15.

3.1 Animais

Foram utilizados 120 ratos Wistar (Rattus norvegicus) fémeas,
peso corporal entre 200 e 230g, provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Catarina adaptados durante 7 dias as
condi¢des ambientais do biotério do laboratério, com temperatura
controlada entre 21+ 2°C e um ciclo claro-escuro de 12 horas (luz das 7-
19 h). Os animais foram mantidos em caixas polipropileno (49 x 34 x 16
cm), forradas com maravalha, com livre acesso & &gua e alimento
granulado (CR-1, Nuvilab, Nuvital Nutrientes, Brasil) Composicdo de
macronutrientes em 100 gramas de ragdo: Carboidratos (56g), Proteina
(229), Gordura (4,59g) e fibras (4,92g) ad libitum. Durante esse periodo
o0s animais foram manipulados somente durante a limpeza das caixas, a
cada dois dias.

3.2 Procedimentos cirurgicos

Para a implantacdo da cénula guia os ratos foram anestesiados
com uma mistura de xilazina/cetamina (13 mg/Kg de xilazina; 87
mg/Kg de cetamina) injetadas por via intraperitoneal. Em seguida, 0s
animais foram adaptados ao aparelho estereotdxico (David Kopf
Instruments, California, EUA), tendo a cabeca fixada por intermédio de
barras posicionadas no conduto auditivo. Posteriormente, uma incisdo
longitudinal de aproximadamente 1cm foi realizada no escalpo com
bisturi, seguida de resseccdo com tesoura, de forma a expor a calota
craniana. A calota craniana foi exposta pela resseccdo do periosteo e
seca com algoddo cirlrgico, para permitir uma melhorar adesdo do
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acrilico, e também, um algoddo umedecido em &gua oxigenada foi
passado sobre a sua superficie para permitir uma melhor visualizagéo do
bregma, A seguir, uma céanula guia feita a partir de um segmento de
agulha hipodérmica de 23G (Becton Dickinson inddstria cirdrgica —
Brasil), com 0,7 mm de didmetro externo e 18 mm de comprimento, foi
posicionada 2 mm acima da regido de interesse (NARC) de acordo com
coordenadas descritas por Paxinos e Watson (2007): plano frontal -
3,6mm, plano sagital 0,2mm e plano horizontal 7,8mm. A céanula foi
fixada a calota craniana por meio de um parafuso inoxidavel de
joalheiro no quadrante contra-lateral ao local onde foi inserida, e depois,
envolvida por p6-acrilico (co-polimero metil metacrilato — Laboratério
Artigos Odontolégicos Classicos Ltda. - Brasil) dissolvido no liquido
acrilico auto-polimerizavel (mondmero de metil metacrilato -
Laboratério Dencril — Brasil); deste modo, formando uma estrutura
solida capaz de resistir a possivel choques mecanicos. Em cada canula
foi introduzido um mandril de ago inoxidavel a fim de evitar sua
obstrugdo. Imediatamente apds os procedimentos cirlrgicos, 0s animais
retornaram ao biotério onde foram mantidos individualmente em caixas
de polipropileno, sendo manipulados para verificagdo da canula guia e
habituacdo ao manejo. Apds um periodo de recuperacdo de 7 dias o0s
procedimentos experimentais foram iniciados.

3.3 Solucbes e doses administradas
As seguintes drogas e doses foram utilizadas:

1. Solucéo de &cido ascorbico 5% (estéril, livre de pirégenos, com
0 pH ajustado para 7,4) utilizada como controle e também como
diluente das demais drogas deste estudo.

2. 8-hidroxi-2-(di-n-propialmino) tetralina (8-OH-DPAT; agonista
seletivo de receptor 5-HT;a . 5-HT7, Sigma Chemical Co., St
Louis, EUA) na dose de 6 nmol por 0,2ul (dose efetiva em
influenciar seletivamente 0 comportamento ingestivo (Steffens
et al, 2008 e 2010)

3. 1-(2-methoxyphenyl)-4-(4-succinimidobutyl) piperazine (MM-
77), antagonista seletivo de receptores 5-HT;4 pds-sinapticos,
Tocris Bioscience, EUA) , administrado 7 min antes do veiculo
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ou da dose efetiva de 8-OH-DPAT, na dose de 0,37 e 0,74
nmol por 0,2ul. (Mokrosz et al., 1994; Griebel et al., 2000;
Wesolowska et al., 2003)

3.4 InjecOes intracerebrais

A injecdo intracerebral das drogas e do veiculo foi realizada por
meio de uma agulha injetora de 0,3 mm de didmetro, confeccionada a
partir de uma agulha gengival 30G (Injecta Produtos Odontolégicos -
Brasil) que foi introduzida na canula-guia e conectada por um tubo de
polietileno (PE10) a uma micro-seringa Hamilton (capacidade de 1 ul).
A agulha injetora excedeu o tamanho da canula-guia em 2 mm. Com o
objetivo de minimizar variagdes na pressdo intracerebral, as solucbes
foram administradas no periodo de 1 min, sendo o volume injetado
sempre de 0,2 ul. Apds a injecdo, houve a espera de 1 min adicional
para permitir a difusdo da solucéo pelo parénquima cerebral. A partir do
deslocamento de uma bolha de ar do tubo foi possivel avaliar se a droga
realmente foi injetada. Além disso, ap6s a realizacdo do experimento,
um pouco de droga foi injetado em um papel para averiguar se a agulha
ndo tinha sido obstruida durante a injecdo. A administracdo das drogas
foi realizada com os animais despertos, a partir do décimo dia ap6s a
implantacdo da canula guia no NARC.

3.5 Determinacao da fase do ciclo estral

A identificagdo das diferentes fases do ciclo estral foi feita
através do esfregaco vaginal, coletado diariamente das 8-9h da manh§,
tendo o seu inicio 5 dias apos a cirurgia de implantacdo de canula. As
amostras foram coletadas com uma pipeta de plastico contendo 10 pL de
solucdo salina (NaCl 0,9%) inserida no intrdito vaginal da rata. O fluido
vaginal contido no interior desta pipeta foi colocado em laminas de
vidro. Para cada animal foi usada uma lamina diferente. Esta lamina foi
observada sob luz de um microscépio 6ptico, com lentes objetivas de 10
e 40x. A fase do ciclo estral foi determinada, utilizando-se os critérios
padrdes adotados por Becker et al (2005) ou Freeman (2006), que serdo
descritas a seguir. A fase de Metaestro foi caracterizada por leucécitos
interpostos com pequenos nichos de células vaginais cornificadas e
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anucleadas ou leucdcitos interpostos com células epiteliais nucleadas. O
Diestro foi caracterizado por leucécitos interpostos com células
epiteliais nucleadas. O Proestro foi caracterizado por células epiteliais
grandes, nucleadas, auséncia de leucdcitos e ocasionalmente, presenca
de pequenos nichos de células vaginais cornificadas. O Estro foi
caracterizado por células epiteliais grandes e anucleadas e células
vaginais escamosas cornificadas. As amostras de epitélio vaginal foram
examinadas por dois observadores independentes para se caracterizar a
fase do ciclo estral. A fase de diestro é precedida por baixos niveis
plasmaticos de estradiol e o estro é precedido por uma alta secrecdo de
estradiol (FREEMAN, 2006), assim foram escolhidas estas duas fases
do ciclo estral para conduzir este projeto de pesquisa. Neste estudo,
somente foram utilizadas as ratas com ciclo estral regular de 4 dias
consecutivos, ou seja um ciclo estral.

3.6 Procedimentos experimentais

Sete dias ap6s a implantacdo da canula-guia, os animais foram
habituados a ingerir uma dieta rica em carboidrato. Eles foram
colocados dentro de uma caixa de registro comportamental, contendo
em seu interior um recipiente de vidro (Placa de Petri, de 5 cm de
didmetro) com 20 g de racdo enriquecida com sacarose 10%
(FLETCHER, 1988) e uma garrafa de vidro com 100 ml de &gua,
durante 3 dias consecutivos; tempo suficiente para os animais atingirem
a ingestdo maxima e estavel dessa dieta. A racdo rica em sacarose foi
disponibilizada diariamente durante lh/dia neste ambiente sempre no
periodo matutino (08-12h). Apos esse periodo, os animais tinham livre
acesso a agua e a racdo comercial antes do experimento. Ao final do
periodo de adaptacdo, ratas portando céanulas-guia no NARC, foram
separadas em estro e diestro e receberam uma injecéo de veiculo (&cido
ascarbico 5%) e, depois de 7 min, receberam outra injecéo de veiculo ou
8-OH-DPAT 6nmol; outro grupo, separado em estro e diestro recebeu
uma injecdo de MM-77, nas doses de 0,37 ou 0,74nmol e, ap6s 7 min,
recebeu outra injecdo de veiculo ou de 8-OH-DPAT 6nmol. Cada
animal recebeu dois tratamentos com 7min de intervalo e foi examinado
em uma Unica fase do ciclo estral. Imediatamente ap6s o tratamento,
cada animal foi colocado na caixa de registro e, por um periodo de 1 h,
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foi realizado o registro digital dos comportamentos ingestivos e néao
ingestivos. Ao término da sessdo experimental, a racdo restante na caixa
de registro foi recolhida e pesada, sendo o consumo de alimento
avaliado pela diferenca entre a quantidade de rag&o inicial e final. Todos
0s experimentos foram realizados entre as 08h00 e 12h00. O
comportamento animal ao longo do experimento foi categorizado de
acordo com Halford (1998).

3.7 Caixa de registro comportamental

A caixa registro comportamental é confeccionada em vidro
transparente de 4 mm de espessura, possuindo as medidas de
comprimento e de largura similares aos da caixa de hospedagem (49 X
34 cm), porém, tendo a medida de altura maior (40 cm) para evitar
fugas. O chdo da caixa e as trés paredes laterais sdo cobertas com
plastico adesivo preto. Uma parede lateral da caixa € mantida com vidro
transparente onde estd colocado um espelho em uma angulagdo que néo
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 mesmaos.
Os registros foram realizados por meio de uma webcan (Microsoft
LifeCam 3.0) colocada em uma altura de 60cm sobre o assoalho da
caixa de registro acoplada a um computador, 0 que permitia uma
visualizagdo completa de todos os angulos da referida caixa.

3.8 Categorias comportamentais registradas

Os registros digitalizados foram analisados com o auxilio do
programa Etholog 2.25 (OTTONI, 2000). As variaveis avaliadas foram
a laténcia (tempo em segundos para realizar pela primeira vez uma
resposta comportamental), a freqiiéncia (nimero de vezes, durante os 60
minutos da sessdo em que o animal exibiu determinada resposta) e a
duragdo (tempo, em segundos, de execucdo de determinada resposta)
dos seguintes comportamentos:

» Ingestdo do Alimento (comer): quando o animal se aproxima
do comedouro, e efetivamente ingere alimento sélido, com
comportamentos caracteristicos de degluticao.
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> Ingestdo de Agua (beber): quando o animal se aproxima do
bebedouro e lambe sua ponta;

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

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

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

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

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

» Imobilidade: quando o animal permanecer imovel, sem
apresentar qualquer outro comportamento ja citado.

3.9 Histologia

Ao final dos experimentos, os animais foram profundamente
anestesiados com gas carbdnico (CO,) e foram perfundidos
transcardialmente com salina 0,9%, seguido de formol 10%. Depois de
dissecados, os cérebros permaneceram imersos em formol 10% por um
periodo de 5 a 7 dias, sendo posteriormente cortados em fatias de 100
um de espessura por um micrétomo. Os cortes foram montados em
laminas gelatinizadas e permaneceram secando cerca de uma semana.
Em seguida, foram coradas pelo método de Nissl e, entdo permaneceram
secando por igual periodo de tempo, antes de serem analisadas ao
Microscopio Optico (MO). Posteriormente os cortes dispostos nas
laminas foram analisados e documentados por uma camera atada ao
microscopio de luz (lente objetivas de 100 a 400x). A reproducédo
grafica dos cortes e dos pontos de injecdo analisados ao MO foi
realizada a partir do Atlas do cérebro do rato de Paxinos e Watson
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(2007). Os dados provenientes de ratas que exibiam outras &reas
hipotaldmicas marcadas, além do NARC, foram excluidos do estudo.

3.10 Analise dos dados

Os dados foram analisados por intermédio de uma analise de
variancia (ANOVA) de duas vias, tendo como fator 1 os tratamentos
utilizados (Grupo controle (veiculo), Veiculo + 8-OH-DPAT 6nmol,
Veiculo + MM77 0,37, Veiculo + MM77 0,74nmol, 8-OH-DPAT
6nmol+ MM77 0,37 e 8-OH-DPAT 6nmol + MM77 0,74nmol) e fator 2
as fases do ciclo estral (estro e diestro). Todos os testes foram seguidos
pelo teste (post hoc) de Newman-Keuls. O nivel de significancia
adotado nesses procedimentos foi de p< 0,05. Para isto foi utilizado o
programa Statistica 8.0. Os dados foram expressos em média +- erro
padrdo da média (E.P.M) nos testes utilizados.
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4. RESULTADOS

A localizacdo dos 120 sitios de injecdo das diferentes substancias
aplicadas no NARC é mostrada a seguir.

Figura 7: Microfotografia de um corte coronal (coloracdo pelo método
de Nissl) do hipotalamo de rato, ilustrando o trajeto de uma canula-guia
e injetora no NARC. Barra de Escala: 600um. Abreviagbes: 3V:
Terceiro Ventriculo; ARC: Ndcleo Argueado.

4.1 Ingest&o de alimento
A andlise de variancia (ANOVA) de duas vias indicou que a

ingestdo de alimento foi afetada significativamente pelas drogas
utilizadas [F(5,108)=43; p=0,000000] e pelo ciclo estral [F(1,108)= 297;
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p=0,000000] analisado. Ocorreu também uma interacdo significante
entre tratamento e as fases do ciclo estral estudadas [F(5,108)= 8;
p=0,000000]. Durante 1h da sessdo experimental, as ratas do grupo
controle em estro apresentaram um consumo da racdo rica em
carboidrato menor que as ratas controle em diestro. O tratamento com 8-
OH-DPAT no NARC reduziu significativamente a ingestdo de
alimentos nas duas fases do ciclo estral avaliadas no presente estudo. O
pré-tratamento com ambas as doses de MM-77 seguido pela inje¢do de
veiculo no NARC de ratas em estro provocou um aumento significativo
na ingestdo de alimento quando comparado ao grupo controle.
Entretanto, essa resposta hiperfagica foi alterada pelo tratamento
posterior do NARC com 8-OH-DPAT. Quando precedido pelo
tratamento com a menor dose de MM-77, a injecdo de 8-OH-DPAT no
NARC normalizou o consumo de alimento, isto é, impediu a elevagéo
do consumo induzida pelo MM-77. Quando precedido pelo tratamento
com a maior dose de MM-77, a administrago de 8-OH-DPAT provocou
uma atenuacdo na intensidade da resposta hiperfagica (Figura 7). Em
diestro, diferentemente do que ocorreu na fase de estro, a injecdo da
dose menor de MM-77 no NARC acompanhada pelo tratamento
posterior do veiculo ndo induziu alteracBes na ingestdo de alimento
estatisticamente diferentes do controle. Os resultados obtidos ap6s a
injecdo de MM-77 na maior dose (0,74 nmol) seguida pelo tratamento
com veiculo no NARC mostraram que esse tratamento provocou um
ligeiro aumento na ingestdo de alimento, se comparados ao grupo
controle. Em diestro, o pré-tratamento do NARC com ambas as doses de
MM-77 ndo modificou a redugdo no consumo de alimento induzido pela
administragdo posterior de 8-OH-DPAT. (Figura 7).
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Ingestdo de Alimento
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Figura 8. Resposta de ingestdo de alimento apds o pré-tratamento do
NARC com veiculo (acido ascérbico 5%) ou MM-77 (nas doses de 0,37
e 0,74 nmol/0,2ul) seguido 7 min apds pelo tratamento com veiculo ou
8-OH-DPAT (6 nmol/0,2ul) em ratas em estro ou diestro. Todos 0s
dados sdo expressos como média + erro padrdo da média. O nimero de
animais utilizados em cada grupo encontra-se nas tabelas 2 e 3. (*)
p<0,05 em comparagdo ao seu respectivo controle; (#) p<0,05 em
comparagdo ao grupo controle em estro. (+)p<0,05 em comparagdo a
todos os tratamentos efetuados em estro. Abreviagdes: Veic: veiculo; 8-
OH: 8-OH-DPAT; MM: MM-77.
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4.2 Duracao da ingestdo de alimento

A duracdo total do comportamento de ingestdo do alimento foi
afetada significativamente pelos tratamentos realizados [F(5,108)=27;
p=0,000000], pelo ciclo estral [F(1,108)= 65; p=0,000000]; houve
também uma significativa interacdo entre o tratamento realizado e as
fases do ciclo estral analisadas no presente estudo [F (5,108)=10;
p=0,000000]. As alteragbes na duracdo da ingestdo de alimento
acompanharam, com algumas excec@es, as modificacbes ocorridas no
consumo de alimento. Assim, ao avaliar os resultados obtidos nos dois
ciclos estrais, pode-se notar uma diferenga no tempo de ingestdo de
alimento, sendo que as ratas em estro apresentaram uma reducdo
significativa no tempo total se comparado ao grupo em diestro. No que
refere ao tratamento do NARC com 8-OH-DPAT, a reducéo na ingestéo
de alimento foi acompanhada por uma reducéo significativa na duracéo
da ingestdo nas ratas em fase diestro se comparado ao controle,
diferentemente das ratas em estro que apesar de apresentarem uma
reducdo na duragdo da ingestdo, este valor ndo foi estatisticamente
significante (Figura 8). O aumento na ingestdo de alimento provocado
por ambas as doses de MM-77 injetadas antes do veiculo no NARC foi
acompanhado por um aumento significativo no tempo de ingestdo de
alimento exibido pelas ratas em estro. Assim como a ingestdo de
alimento, o tempo do comportamento ingestivo foi afetado pela menor
dose de MM-77 acompanhado pela inje¢cdo do 8-OH-DPAT no NARC
de ratas em estro, ao observar uma antecipacdo ao finalizacdo do
comportamento ingestivo se comparado ao grupo apenas tratado com a
menor dose de MM-77. No entanto, quando as ratas em estro foram pré-
tratadas com 0,74 nmol de MM-77 (maior dose) seguida pela injecdo
posterior de 8-OH DPAT no NARC ocorreu uma atenuacéo no aumento
na duracdo da resposta ingestiva induzida pelo MM-77, acompanhando
as alteracdes observadas no consumo de alimento (Figura 7). No que se
refere & fase de diestro, observou-se uma redugdo significante no tempo
despendido para consumir alimento nos animais que receberam
tratamento prévio do NARC com a menor dose de MM-77 (0,37nmol)
acompanhado pelo tratamento posterior com o veiculo, embora a
guantidade de alimento ingerido apds esse tratamento tenha sido similar
ao controle. A duragdo da resposta de ingestdo de alimento em diestro
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ndo foi afetada pelo tratamento do NARC com a dose maior de MM-77
acompanhada pelo veiculo, embora esse tratamento tenha provocado um
ligeiro aumento no consumo de alimento. Ambas as doses de MM-77
injetadas no NARC ndo afetaram a reducdo na duracdo da ingestdo de
alimento provocada pela administragdo do 8-OH-DAPT, e, portanto,
isso demonstra que os resultados encontrados acompanharam a reducgdo
do consumo de alimento provocado pelo 8-OH-DPAT, que também nédo
foi afetado pelo tratamento prévio do NARC com MM-77 (Figura 8).
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Figura 9. Duracdo da ingestdo de alimento apds o pré-tratamento do
NARC com veiculo (acido ascérbico 5%) ou MM77 (nas doses de 0,37
e 0,74nmol/0,2ul) seguido 7 min apos pelo tratamento com veiculo ou
8-OH-DPAT (6 nmol/0,2ul) em ratas em estro ou diestro. Todos 0s
dados sdo expressos como média + erro padrdo da média. O ndmero de
animais utilizados em cada grupo encontra-se nas tabelas 2 ¢ 3. (*)
p<0,05 em comparacdo ao seu respectivo controle; (#) p<0,05 em
comparagdo ao grupo controle em estro. (+)p<0,05 em comparacéo ao
controle, Veic + 8-OH, MM77 0,37+8-OH e MM77 0,74+Veic.
Abreviacdes: Veic: veiculo; 8-OH: 8-OH-DPAT; MM: MM-77
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4.3 Laténcia para iniciar a ingestao de alimento

A andlise de variancia (ANOVA) de duas vias indicou que a
laténcia para iniciar o consumo de alimento foi afetada pelo tratamento
[F (5108)=9; p=0,000000], pelo ciclo estral [F (1,108)=46;
p=0,000000]; também ocorreu interacdo significante entre tratamento e
ciclo [F (5,108)=7; p=0,000004]. A laténcia para iniciar o primeiro
episodio de consumo de alimento pelas ratas do grupo controle em estro
ndo diferiu daquela apresentada pelas ratas do grupo controle em
diestro. Em estro, a reducdo na ingestdo de alimento induzida pelo 8-
OH-DPAT foi acompanhada por um aumento significante no tempo que
0 animal levou para realizar o primeiro comportamento ingestivo se
comparado ao grupo controle. N&o foi observada alteragdo significativa
na laténcia para iniciar a ingestdo de alimento dos animais em estro pré-
tratados com as duas doses de MM-77 no NARC, de modo que o
aumento no consumo de alimento provocado por essa droga nao foi
acompanhado por modificagbes na laténcia para iniciar esse
comportamento. Por outro lado, o pré-tratamento do NARC com a
menor dose de MM-77 seguida pela administracdo de 8-OH-DPAT
normalizou o consumo de alimento, mas com retardo na laténcia para
iniciar a resposta de ingestdo; que ainda foi estatisticamente menor que a
laténcia para iniciar o consumo de alimento induzido pelo tratamento
isolado com 8-OH-DPAT. O tratamento prévio do NARC com a maior
dose de MM-77 seguido pela injecdo de 8-OH-DPAT ndo afetou o
inicio da resposta ingestiva (Figura 9). As ratas em diestro ndo
apresentaram diferencas estatisticas entre os tratamentos utilizados
(Figura 9)
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Figura 10. Laténcia para iniciar o primeiro episodio de ingestdo de
alimento apés o pré-tratamento do NARC com veiculo (&cido ascorbico
5%) ou MM77 (nas doses de 0,37 e 0,74nmol/0,2ul) seguido 7 min apds
pelo tratamento com veiculo ou 8-OH-DPAT (6 nmol/0,2ul) em ratas
em estro ou diestro. Todos os dados sdo expressos como média + erro
padrdo da média. O nlimero de animais utilizados em cada grupo
encontra-se nas tabelas 2 e 3. (*) p<0,05 em comparagdo ao Sseu
respectivo controle; (#) p<0,05 em comparagdo ao grupo controle em
estro. (+)p<0,05 em comparagdo aos demais tratamentos.
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4.4 Frequéncia da ingestéo de alimento

A frequéncia de ingestdio de alimento foi afetada
significativamente pelas drogas utilizadas [F (5,108)=27; p=0,000000] e
pelo ciclo estral [F (1,108)=46; p=0,000000] analisado; também
ocorreu interagdo entre o tratamento e as fases do ciclo estral [F
(5,108)=25; p=0,010192]. A reducdo na ingestdo de alimento, bem
como o menor tempo total de ingestdo, foi acompanhada por uma
reducgdo significativa na frequéncia de consumo por parte dos animais
controle em estro, reafirmando a diferenca entre os dois ciclos avaliados
no presente estudo. Nos animais em estro, a mesma redugéo da ingestdo
de alimento provocada pela administracdo de 8-OH-DPAT no NARC
foi acompanhada por uma reducgdo significativa na frequéncia de
ingestdo de alimento se comparado ao controle, diferenca esta que néo
foi observada na fase diestro. Em diestro, 0 numero de vezes que o
animal comeu ndo diferiu do controle, embora a injecdo isolada de 8-
OH-DPAT no NARC tenha reduzido o consumo de alimento (Figura
11). Nos animais em estro, as alteracGes na frequéncia induzidas pela
injecdo de MM-77 seguida pelo tratamento com veiculo acompanharam
os seus efeitos sobre o consumo, ou seja, ambas as doses de MM-77
provocaram um aumento significante na frequéncia da ingestdo de
alimento em comparacdo ao grupo controle. A injecdo de 8-OH-DPAT
nos animais em estro, precedida pelo tratamento do NARC com a menor
dose MM-77 resulta na reducdo da frequéncia dos episddios de ingestdo
de alimento, efeito similar ao induzido pelo 8-OH-DAPT isolado. O
tratamento com 8-OH-DPAT precedido pela injecdo da maior dose de
MM-77 provocou alteragcBes na frequéncia do consumo de alimento
maiores do que aquelas provocadas pelo 8-OH-DPAT, mas que ndo
foram estatisticamente diferentes do controle. (Figura 11). Em diestro,
as mudancas na frequéncia induzidas pela inje¢do de MM-77 seguida
pelo tratamento com o veiculo também acompanharam os seus efeitos
sobre 0 consumo. Apo6s o tratamento do NARC com a dose menor de
MM-77 ndo houve alteracdo na frequéncia, enquanto a injecdo da dose
maior de MM-77 elevou de forma significativa a frequéncia do consumo
de alimento. O tratamento posterior com 8-OH-DPAT reduziu o
consumo de alimento precedido ou ndo pela injecdo de MM-77 no
NARC de ratas em diestro, mas somente pode ser observada uma
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reducdo no numero de vezes que 0 animal consome alimento quando foi
efetuado o tratamento prévio com a dose menor de MM-77 (Figura 10).

Frequéncia de Ingestédo de Alimento
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Figura 11. Frequéncia de ingestdo de alimento ap6s o pré-tratamento do
NARC com veiculo (acido ascorbico 5%) ou MM77 (nas doses de 0,37
e 0,74nmol/0,2ul) seguido 7 min apos pelo tratamento com veiculo ou
8-OH-DPAT (6 nmol/0,2ul) em ratas em estro ou diestro. Todos os
dados sdo expressos como média + erro padrdo da média. O nimero de
animais utilizados em cada grupo encontra-se nas tabelas 2 e 3. (%)
p<0,05 em comparagdo ao seu respectivo controle; (#) p<0,05 em
comparagao ao grupo controle em estro. (+)p<0,05 em compara¢do ao
Veic+8-OH e MM-77 0,37+8-OH. Abreviacdes: Veic: veiculo; 8-OH:
8-OH-DPAT; MM: MM-77
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4.5 Duracao na exploracéo do alimento

A duracdo da exploracdio do alimento foi afetada
significativamente pelas drogas utilizadas [F(5,108)=13; p=0,000000] e
pelo ciclo estral [F(1,108)=6; p=0,009709] analisado; também houve
interacdo entre o tratamento e as fases do ciclo estral estudadas [F
(5,108)=13; p=0,000000]). Nao foi observada uma diferenca entre os
ciclos estrais dos animais do grupo controle no que se refere a este
comportamento (Tabelas 1 e 2). Na fase estro, a administracdo de 8-OH
DPAT no NARC reduziu significativamente o tempo total de exploragdo
ao alimento se comparado ao controle. Por outro lado, nos animais neste
mesmo ciclo estral, quando tratados com a menor dose de MM-77
acompanhado pela inje¢do posterior do veiculo ndo exibiram alteragdes
na duracdo desse comportamento se comparado ao controle. No que se
refere a injecdo de MM-77 na maior dose, pode-se notar um aumento
significativo na exploracdo da racdo se comparado aos demais
tratamentos. Ja o pré-tratamento com a menor dose de MM-77 ndo
afetou a reducdo na duracdo do tempo de exploragdo do alimento
desencadeada pelo 8-OH-DPAT no NARC. Por sua vez, o tratamento
prévio com a maior dose de MM-77 acompanhado pela injegdo posterior
de 8-OH-DPAT reverteu este efeito, e revelou um tempo
significativamente maior se comparado ao tratamento com 8-OH-DPAT
ou controle (Tabela 1). No que se refere aos animais em diestro, ndo
houve diferencas significativas no tempo de exploracdo de alimento
apos a aplicacdo dos diferentes tratamentos no NARC (Tabela 2)



64

4.6 Duracdo dos demais comportamentos ndo ingestivos

A analise de variancia de duas vias indicou que a exploracdo
locomotora foi afetada significativamente pelas drogas utilizadas
[F(5,108)=9; p=0,000000], além de ocorrer uma interacdo significante
entre tratamento e as fases do ciclo estral estudadas [F(5,108)= 3;
p=0,003544]. A exploragio ndo locomotora foi afetada
significativamente pelas drogas utilizadas [F(5,108)=4; p=0,001010],
além de ocorrer uma interacao significante entre tratamento e as fases do
ciclo estral estudadas [F(5,108)= 4; p=0,000587]. No que diz respeito a
autolimpeza também pode-se notar uma diferenca significante entre as
drogas utilizadas [F(5,108)=12; p=0,000000], e uma interagdo
significante entre tratamento e as fases do ciclo estral estudadas
[F(5,108)= 3; p=0,007772]. Quanto a exploragdo vertical, observou-se
uma diferenca significante entre os tratamentos [F(5,108)=14;
p=0,000000] e também uma interacdo entre fases do ciclo estral e
drogas utilizadas [F(5,108)=6; p=0,000027]. Por Gltimo a analise de
variancia também revelou que o comportamento de imobilidade foi
afetado pelas drogas utilizadas [F(5,108)=24; p=0,000000], pelo ciclo
estral [F(1,108)=30; p=0,000000]. Também ocorreu interacdo entre
fases do ciclo estral e tratamentos utilizados [F(5,108)=13; p=0,000000].

Ao avaliar os comportamentos ndo ingestivos, verificou-se que
0S animais em estro tratados unicamente com 8-OH-DPAT no NARC
apresentaram uma reducdo significativa na duracdo da exploracao
locomotora, vertical e autolimpeza. Este resultado vem ao encontro com
0 tempo em gue 0s animais permaneceram imoveis, e desta forma, pode-
se analisar que estes mesmos animais apresentaram um aumento
significativo do tempo de imobilidade se comparado a todos os outros
grupos tratados. Exceto pelo discreto aumento na exploracdo vertical
induzida pelo tratamento prévio com a menor dose de MM-77 e
posterior injecdo de veiculo e pela injecdo previa da maior dose de MM-
77 seguida pelo tratamento do NARC com 8-OH-DPAT, o tratamento
com MM-77 acompanhado ou ndo pela injecdo posterior de 8-OH-
DPAT no NARC suprimiu essa reducdo na atividade motora induzida
por esse agonista de receptor serotonérgico, normalizando o quadro
motor (Tabela 1). Nas ratas em diestro, a injecdo isolada de 8-OH-
DPAT no NARC reduziu as duragbes dos comportamentos de
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autolimpeza e de exploracdo vertical. Por outro lado, a duracdo do
comportamento de exploracdo ndo locomotora aumentou, enquanto a
duracdo da imobilidade permaneceu inalterada. A diminuicdo na
duracdo do comportamento de autolimpeza também ocorreu apds a
injecdo de 8-OH-DPAT no NARC de ratas pré-tratadas ou ndo com
MM-77. A elevacdo da exploracdo ndo locomotora induzida pela injecdo
de 8-OH-DPAT no NARC permaneceu inalterada apds o pré-tramento
com MM-77 seguido pela injegéo posterior de 8-OH-DPAT. (Tabela 2).
As duas Unicas diferencas estatisticas significantes encontradas nos
comportamentos ndo ingestivos exibidos pelas ratas do grupo controle
entre as fases de estro e diestro foi uma elevagdo significativa nas
duragBes dos comportamentos de exploragdo ndo locomotora nos
animais em estro e de autolimpeza nos animais em diestro (Tabelas 1 e
2)
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4.7 Efeito dos tratamentos sobre a ingestao de agua

A ingestdo de agua foi afetada significativamente pelas drogas
utilizadas [F(5,108)=3; p=0,005618]; também ocorreu uma interagio
significante entre o tratamento e as fases do ciclo estral estudadas
[F(5,108)=3; p=0,008806]. Ao avaliar a ingestdo de &gua, pode-se
perceber que os animais em estro ndo exibiram diferenca entre os
tratamentos realizados (Tabela 4). Por outro lado, nos animais em
diestro, a Unica diferenca estatistica encontrada foi um discreto aumento,
superior ao exibido pelos animais do grupo controle, no consumo de
agua apos o tratamento prévio do NARC com maior dose de MM-77
seguido pela injecdo posterior de 8-OH-DPAT (Tabela 5). Em relacdo a
duracdo da ingestdo de agua, esta também foi afetada pelas drogas
utilizadas [F(5,108)=5; p=0,000119].; e também ocorreu uma interagdo
significante entre o tratamento e as fases do ciclo estral estudadas
[F(5,108)=3; p=0,002780]. Pode-se notar que nao houve diferenca
significativa entre os grupos de animais em estro ao avaliar a duracéo da
ingestdo de agua pelos animais; entretanto, em diestro o tratamento dos
animais com MM-77 0,74+8-OH-DPAT causou um aumento na duracéo
da resposta ingestiva se comparado ao grupo controle (Tabelas 4 e 5). A
laténcia para este comportamento foi afetada significativamente pelas
drogas utilizadas [F(5,108)=4; p=0,000873]; também houve uma
interacdo significante entre o tratamento e as fases do ciclo estral
estudadas [F(5,108)=2; p=0,042337]. A laténcia para iniciar o consumo
de agua ndo foi afetada por nenhum dos tratamentos efetuados no
NARC de ratas em estro (Tabela 4). No que diz respeito ao tempo que o
animal levou para realizar seu primeiro comportamento de ingestao de
agua, pode-se notar que nos animais em diestro e pré-tratados com a
maior dose de MM-77 seguido da administracdo de 8-OH-DPAT no
NARC esta variavel foi significativamente menor que aguela exibida
pelos animais do grupo controle. (Tabela 5).



Tabela 1. Duracdo de comportamentos ingestivos e ndo ingestivos durante 1h ap6s o pré-tratamento do nucleo arqueado do
hipotalamo (NARC) com o veiculo (acido ascérbico 5%) ou diferentes doses de MM-77 (0,37 e 0,74nmol/0,2ul) seguido 7 min ap6s
pela injecéo posterior de veiculo ou de 8-OH-DPAT (6 nmol/0,2ul) em ratas na fase de estro

Fase do Ciclo Estral Estro

Tratamentos Veic + Veic Veic + 8-OH MM-77 0,37 + MM-77 0,37 MM-77 0,74 MM-77 0,74
(n=10) (n=10) Veic + 8-OH + Veic + 8-OH

(n=8) (n=8) (n=12) (n=8)

Exploragéo 47,7146,18 13,372,997 85,51+13,94 9,06+4,7" 152,1+16,93" | 72,24+14,23

Alimento

Locomocao 268,66+60,12 121,18+12,46" 169,04+31,33 159,23+11,8 343,31+£29,04 | 304,16+23,77

Exploracéo 2059,3+92,37" 1846,8+32,88 2076,1+67,35 2202,1458,33 | 1962,1+37,07 | 2049,7+54,07

naolocomotora

AutoLimpeza 569,69+25,2" 389,70+15,85 458,83+46,75 472,41+£23,37 | 506,72+25,00 | 487,23+29,43

Exploracéo 303,61+29,73 175,96+14,717 474,98+52,87° | 307,93+12,25 | 318,85+16,32 | 446,25+9,84

Vertical

Imobilidade 284,81+72,63 967,61+100,81" | 231,65+102,3 410,48+36,8 136,53+31,22 | 130,16+19,42

Todos os dados sdo expressos em segundos (média + erro padrdo da média). Os nimeros entre parénteses se referem ao total de
animais examinados para cada tratamento. Durante o tratamento todos os animais exibiram atividade locomotora imediatamente apds
serem colocados na caixa experimental. (*) p<0,05 quando comparado ao veiculo (Veic +Veic) injetado no mesmo local (#)p<0,05
guando comparado com os animais em diestro.
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Tabela 2. Duragdo de comportamentos ingestivos e ndo ingestivos durante 1h ap6s o pré-tratamento do nucleo arqueado do
hipotalamo (NARC) com o veiculo (acido ascérbico 5%) ou diferentes doses de MM-77 (0,37 e 0,74nmol) seguido 7 min ap6s pela

injecdo posterior de veiculo ou de 8-OH-DPAT (6 nmol) em ratas na fase de diestro

Fase do Ciclo Estral Diestro

Tratamentos Veic + Veic Veic + 8-OH MM77 0,37 + MM77 0,37 + MM77 0,74 + MM77 0,74 +
(n=12) (n=12) Veic 8-OH Veic 8-OH

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

Exploracéo 81,45+3,27 94,35+10,55 75,93+16,83 88,04+8,14 92,45+9,57 50,77+12,51

Alimento

Locomogao 257,54+18,77 195,40+16,08 | 218,87+22,78 | 254,88+20,07 | 246,19+1504 | 299,56+23,61

Exploragéo 1756,1+149,35# | 2172,8+32,8" | 2282,9+67,35° | 2122,1+58,33" | 1940,2+37,07 | 2082,5+54,07

ndolocomotora

AutoLimpeza 694,12+42,42# | 500,78+26,08" | 388,82+32,78" | 457,82+10,81° | 506,72+20,18" | 487,23+50,36"

Exploragéo 354,16+41,05 | 223,56+25,48" | 352,77+49,23 | 326,35+13,65 | 318,85+24,44 | 446,25+17,69

Vertical

Imobilidade 106,79+21,81 277,9+28,36 155,73+74,10 228,43+9,32 169,64+28,27 | 181,29+46,94

Todos os dados sdo expressos em segundos (média + erro padrdo da média). Os ndmeros entre parénteses se referem ao total de
animais examinados para cada tratamento. Durante o tratamento todos os animais exibiram atividade locomotora imediatamente ap6s
serem colocados na caixa experimental. (*) p<0,05 quando comparado ao veiculo (Veic +Veic) injetado no mesmo local (#)p<0,05
quando comparado com os resultados em estro. Abreviagdes: Veic: veiculo; 8-OH: 8-OH-DPAT.
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Tabela 3. Quantidade, Duracéo e Laténcia de consumo de dgua durante 1h apds o tratamento com 8-OH-DPAT (6nmol/0,2ul) no
ndcleo arqueado do hipotdlamo (NARC) de ratas pré-tratadas com o veiculo (acido ascdrbico 5%) ou diferentes doses de MM-77
(0,37 e 0,74nmol/0,2pl) durante a fase de estro

Fase do Ciclo Estral Estro
Tratamentos Veic + Veic Veic + 8-OH | MM-770,37 | MM-770,37+ | MM-770,74+ | MM-77 0,74 +
(n=10) (n=10) + Veic 8-OH Veic 8-OH
(n=8) (n=8) (n=12) (n=8)
Quantidade (g) 0,1+0,1 0 0 0,25+0,16 0,33+0,14 0,25+0,16
Duracio Agua (seg) 0,25+0,259 0 0 1,44+0,95 1,92+0,98 1,54+1,05
Laténcia Agua (seg) | 3270,6+329,4 3600 3600 3312,3+£199,67 | 2637,1+415,71 | 2902,4+456,73

Os nimeros entre parénteses se referem ao total de animais examinados para cada tratamento. Durante o tratamento todos 0s animais

exibiram atividade locomotora imediatamente ap6s serem colocados na caixa experimental. Abreviag@es: Veic: veiculo; 8-OH: 8-
OH-DPAT.
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Tabela 4. Quantidade, Duracéo, Laténcia e Frequéncia de consumo de 4gua durante 1h apds o tratamento com 8-OH-DPAT
(6nmol/0,2ul) no ndcleo arqueado do hipotdlamo (NARC) de ratas pré-tratadas com o veiculo (acido ascorbico 5%) ou diferentes
doses de MM-77 (0,37 e 0,74nmol/0,2ul) durante a fase de diestro

Fase do Ciclo Estral Diestro

Tratamentos Veic + Veic Veic + 8- MM-77 0,37 + MM-77 MM-77 0,74 + MM-77 0,74 +
(n=10) OH Veic 0,37 + 8- Veic 8-OH

(n=10) (n=8) OH (n=12) (n=8)
(n=8)

Quantidade (g) 0,083+0,08 0 0,5+0,16 0 0,16+0,11 0,62+0,18*

Duracgéo Agua 0,14+0,149 0 2,31+0,85 0 0,85+0,61 6,16+2,25*

(seq)

Laténcia Agua | 3422,4+177,64 3600 2900,9+264,46 3600 3248,73+255,72 | 1825,8+594,79*

(seg)

Os nameros entre parénteses se referem ao total de animais examinados para cada tratamento. Durante o tratamento todos 0s animais
exibiram atividade locomotora imediatamente ap6s serem colocados na caixa experimental. (*) p<0,05 quando comparado ao

controle. Abreviagdes: Veic: veiculo; 8-OH: 8-OH-DPAT.
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5. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo revelaram, ao avaliar as duas
fases do ciclo analisadas, uma diferenca significativa na ingestdo de
alimento nos animais que apenas foram tratados com o veiculo no
NARC. Foi possivel notar que a ingestdo de alimentos foi maior nos
animais em diestro se comparado aos em estro. Essa maior quantidade
de racdo ingerida observada nos animais em diestro foi acompanhada
por um aumento significativo da duracdo e frequéncia deste
comportamento ingestivo se comparado as ratas em estro, sem alterar a
laténcia para iniciar o consumo de alimento. Além disso, no que diz
respeito aos comportamentos ndo-ingestivos, as ratas em diestro
exibiram um maior tempo de autolimpeza e menor duracdo da
exploragdo ndo locomotora do que as em estro. Parker et al.(2002) sob
condi¢Bes experimentais semelhantes: mesmo horario de coleta de
esfregacos vaginais e a utilizacdo de uma dieta altamente palatavel rica
em carboidrato, também verificaram um aumento do consumo de
alimento e do peso dos animais em diestro em comparagdo com a fase
de estro. Da mesma forma, Eckel et al. (2000; 2005) mostraram
resultados similares ao realizar os procedimentos do periodo da manha
sem oferecer aos animais racdo rica em sacarose. Além disso, estudos
anteriores mostraram um aumento da atividade motora dos animais em
estro (BROBECK et al., 1947; FINGER, 1969), resultados estes
diferentes deste estudo onde as ratas em estro apresentaram menor
tempo de autolimpeza.

Dados anteriormente obtidos neste laboratério ndo constataram
diferencas significativas entre ratas em estro e diestro (STEFFENS et
al., 2008). Este fato pode ser justificado pelo horério de realizagdo dos
procedimentos experimentais; neste estudo os mesmos foram realizados
no periodo da manhd (inicio da fase clara do ciclo claro-escuro),
diferentemente de Steffens et al.(2008) onde 0s experimentos
aconteceram no meio da fase clara do ciclo claro-escuro. Variagfes na
receptividade sexual, ingestdo de alimento e exploracdo locomotora
ocorrem durante a fase escura da ovulacdo. Esse periodo de alteractes
comportamentais coincide com o final do proestro e o inicio do estro
(Becker et al, 2005). Dessa forma, a execucdo dos experimentos no
inicio da manha pode ter permitido registrar as variaces na ingestao de
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alimento de acordo com a fase do ciclo estral, menor em estro em
relacdo ao diestro (ECKEL et al., 2000;2005; PARKER et al., 2002).

A liberacdo de estradiol é maior durante a fase periovulatoria,
sendo que os valores maximos comecam 18h antes da ovulacéo,
atingindo o pico 6-12h antes da ovulacéo, e na fase estro estes valores
caem (BECKER et al., 2005). Entretanto, a ativacdo de receptores de
estradiol estimula fatores de transcricao, o que faz com que os efeitos do
estradiol perdurem 12 horas ou mais, e, portanto a reducdo na ingestéo
de alimento nos animais observada em estro & causada por uma
liberacdo prévia de estradiol (DREWETT, 1974; BLAUSTEIN e
WADE 1976; ASARIAN e GEARY 2002; ASARIAN e GEARY 2006).
Estas alteracBes na liberacdo de horménios ovarianos que ocorre em
estro atuam no cérebro estimulando eventos hormonais que estdo
relacionados & ovulagdo e comportamentos sexuais (BECKER et al.,
2005). Além disso, tem sido demonstrado que hormdnios ovarianos
exercem efeitos fasicos e tonicos inibitérios no consumo de alimento, ao
reduzir a ingestdo de alimentos por meio do tamanho da refeicdo
(GEARY et al., 2001; MURPHY e ECKEL., 2001; LAVIANO et al.,
1996; ECKEL et al.,, 1998; ECKEL et al., 2004), dados estes
semelhantes aos obtidos neste estudo. Recentemente, um estudo
realizado por Santollo et al. (2011) mostrou que a administracdo de
estradiol no NARC de ratas ooforectomizadas reduziu a ingestdo de
alimento em 24h, resultados estes que sugerem que o0 NARC constitui
de um importante nicleo de efeito anorexigeno mediado pelo estradiol.
O estradiol atua por meio de receptores especificos encontrados no
hipotdlamo a fim de reduzir a sensacdo de fome, e pode mediar este
efeito anorexigeno, entre outros fatores, pela diminuicéo da expresséo e
liberacdo do NPY no NARC, além de uma alteragdo na sensibilidade a
administracdo central de leptina e um aumento da neurotransmisséo
serotonérgica (WADE et al., 1985; SALAMANCA e UPHOUSE, 1992;
1991; CLEGG et al., 2006; BROWN e CLEGG, 2010)

A injecdo de 8-OH-DPAT (agonista de receptor 5-HTia €
5HT-) no NARC de ratas previamente tratadas com veiculo confirmou a
hipofagia induzida pelo 8-OH-DPAT em estro ja verificada em estudos
anteriores (STEFFENS et al., 2008). Entretanto, diferentemente dos
resultados obtidos por Steffens et al. (2008) observou-se também que
esta hipofagia ocorreu nos animais em diestro. Como anteriormente
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relatado, o estudo de Steffens et al (2008) foi realizado no periodo
vespertino  diferentemente  deste estudo cujos procedimentos
experimentais foram realizados no periodo da manha, ou seja, mais
proximo do pico do estradiol e de seu efeitos sobre 0 comportamento
ingestivo (BECKER et al. 2005), o que pode levar a uma alteracdo dos
resultados.

Um aumento da ingestdo de alimento foi observado apds o
tratamento periférico com 8-OH-DPAT em animais com livre acesso ao
alimento (DOURISH et al., 1985, EBENEZER et al., 1999;
EBENEZER et al., 2001; EBENEZER e TITE, 2003; EBENEZER e
SURUJBALLY, 2007). Por outro lado, animais submetidos a restri¢do
alimentar ou que receberam racdo rica em sacarose, modelos estes
diferentes, mas utilizados para incentivar o consumo de alimentos,
mostraram-se hipofagicos apds a injecdo periférica de 8-OH-DPAT
(DOURISH et al., 1985; EBENEZER et al., 1999; EBENEZER et al.,
2001; SWIERGIEL e DUNN, 2000; EBENEZER e TITE, 2003).

Alguns estudos revelaram que o uso de agonistas de receptores
5HTA que provocam um aumento no consumo de ra¢do normal em
ratos saciados, pode levar a uma reducdo na ingestdo de alimento
palatavel (SWIERGIEL e DUNN, 2000; EBENEZER e TITE, 2003).
Mancilla-Diaz et al. (2005) mostraram que o tratamento do PVN com 5-
HT reduz a ingestdo de alimento palatavel, porém sem alterar o
consumo de proteina e gordura, 0 que concorda com os dados do
presente trabalho. Lopez-Alonso et al. (2007) verificaram também que
ratos que receberam injecdo de 8-OH-DPAT no PVN tiveram um
consumo menor de carboidrato. Deste modo, estas informacfes levam a
acreditar que a ativacdo dos receptores 5SHT;4 parece reduzir a ingestéo
de carboidratos e que tais receptores podem ser encontrados no PVN
(MANCILLA-DIAZ et al.,, 2005, LOPEZ-ALONSO et al.,2007) e
NARC (STEFFENS et al., 2008 e no presente estudo), confirmando que
este efeito hipofagico mediado pelo 8-OH-DPAT parece estar presente
em animais nestas condi¢Bes experimentais. Além disso, Steffens et al.
(2010) apos a utilizagdo de WAY100635 (um antagonista seletivo de
receptor 5-HT34) no NARC mostraram um bloqueio da hipofagia
induzida pelo 8-OH-DPAT, e desta forma tais resultados sugerem que
esta resposta seja mediada especificamente por receptor 5-HT 4.
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A laténcia para iniciar o primeiro episédio de consumo de
alimento pelas ratas que receberam 8-OH-DPAT em estro foi maior do
gue os demais tratamentos. Esta alteracdo na laténcia reflete o efeito da
5-HT sobre o inicio da resposta de ingestdo de alimentos ao levar a uma
maior saciedade, ou seja, a manutencdo da inibicdo da fome. Além
disso, o tratamento com o 8-OH-DPAT no NARC de animais em estro
reduziu o nimero de episddios de ingestdo de alimento. Na ratas em
diestro, diferentemente dos animais em estro, a administracdo de 8-OH-
DPAT ndo provocou alteracdo na laténcia para iniciar 0 consumo de
alimento, mas reduziu a duracao da resposta de ingestdo de alimento nas
ratas em diestro. Blundell et al. (1986) apontaram dois mecanismos
envolvidos na regulagdo da ingestdo de alimentos: um que regula o
término da refeicdo por meio da plenitude gastrica e a reducdo do
tamanho das refei¢fes (saciagdo); e o segundo que controla o inicio do
consumo de alimento, definido por esse autor como estado de saciedade,
que seria o resultado de mecanismos que inibem o ato de comer,
determinando o intervalo entre as refeicbes (manutencéo). No presente
estudo podemos verificar que a aplicacdo de 8-OH-DPAT no NARC de
ratas, de modo geral, mostrou aumentar a saciacdo nas ratas em diestro,
através de uma reducdo na duracdo do ato de comer e a saciedade nos
animais em estro, por meio de um aumento do tempo que o animal
levou para iniciar o comportamento ingestivo, bem como na reducdo no
nimero de episddios ingestivos. Esses resultados indicam diferencas da
acdo dos circuitos serotonérgicos sobre a ingestdo de alimento, sendo
gue em estro a ativacdo desse circuito, mediada pela estimulacdo de
receptores 5-HTa, provocaria o retardo dos sinais que permitem o
inicio da alimentacdo; e em diestro esses sinais ndo estariam atuantes.
Nos animais em diestro, a influéncia serotonérgica induziria a
antecipacdo do término da resposta ingestiva sem afetar os sinais que
promovem o inicio da refei¢éo.

Essa diferenca na atuacdo dos circuitos serotonérgicos em estro
ou diestro poderia ser atribuida a influéncia dos hormonios ovarianos, ja
sugerida anteriormente por estudos de nosso laboratério. Embora
diferentemente dos dados apresentados neste estudo, Steffens et al.
(2008) mostraram que apoés a injecdo de 8-OH-DPAT no NARC houve
um aumento da sacia¢do por meio da reducdo do tempo despendido para
a ingestdo de alimentos nas ratas em estro, mas ndo revelou diferencas
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estatisticas neste comportamento nos animais em diestro e nem alteracdo
no que se refere a laténcia. Alguns estudos mostram que neur6nios
serotonérgicos apresentam alteracfes decorrentes da acdo de esterdides
ovarianos (BETHEA et al., 1998), o que pode justificar os dados
encontrados. Uphouse et al. (1991) também mostrou que ratas em fase
de diestro exibiram efeitos hiperfagicos mais significativos apds a
injecdo de 8-OH-DPAT do que em estro, mostrando que a regulacdo do
comportamento alimentar por circuitos serotonérgicos em ratas, parece
ser mediada por alteracfes fisiologicas dos esterdides ovarianos que
ocorrem durante o ciclo estral.

Quanto a alteracdo dos demais comportamentos analisados
pode-se verificar que a administracdo de 8-OH-DPAT reduziu o tempo
de locomocao, exploracdo vertical e autolimpeza dos animais em estro,
além de aumentar a permanéncia do animal em estado de imobilidade.
Este efeito principalmente na imobilidade pode estar relacionado a
sequéncia comportamental da saciedade, cujas caracteristicas sdo de
alimentagdo-manuten¢do-descanso (HALFORD e BLUNDELL, 1996;
GUNDLAH et al., 1998; HALFORD et al.,1998; LOPEZ-ALONSO et
al.,, 2007). A caracterizacdo desta sequiéncia tem inicio com a
substituicdo do comportamento alimentar seguido pela autolimpeza e
termina com um periodo prolongado de descanso efou inatividade
(HALFORD et al., 2007). Dados semelhantes foram encontrados por
Ldpez-Alonso et al. (2007) no qual também foi verificada uma alteragéo
nestes comportamentos quando ratos receberam administracdo central
de 8-OH-DPAT. Atchley & Eckel (2006) verificaram que ratas privadas
de alimento ap6s a injecdo de 8-OH-DPAT também ficaram menos
ativas. Entretanto, tais efeitos nestes comportamentos mostraram-se bem
caracteristicos nas ratas em estro, diferentemente dos animais em diestro
gue exibiram apenas um aumento da exploracdo ndo locomotora, e uma
diminuicdo da exploracéo vertical e autolimpeza.

Neurdnios do NARC sdo modulados em parte por 5-HT
(ADAN et al., 2008), e alguns estudos imunohistoquimicos mostraram
receptores 5-HT em dendritos proximais e corpo celular neste nicleo
hipotalamico (COLLIN et al., 2002). Existem duas populacbes de
neurdnios no NARC que exercem efeitos contrarios na ingestdo de
alimento: Neurdnios que expressam peptideos orexigenos, tais como
NPY e AgRP e neurbnios que expressam neuropeptideos anorexigenos
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como POMC (precursor de a-MSH) e CART (MORTON et al., 2006;
SUZUKI et al., 2010). Ambas as populagdes se projetam para o0 PVN,
embora o NARC também se conecte a outras areas hipotalamicas tais
como DMN, LHA e VMN (SUZUKI et al., 2010). Como anteriormente
sugerido por Steffens et al. (2008), este efeito hipofagico mediado pela
administracdo de 8-OH-DPAT no NARC poderia ser justificado pela
diminuicéo da liberacdo do NPY e AgRP e um aumento na liberacdo de
a-MSH e CART.

Em relacdo ao tratamento nos animais com MM-77, um
antagonista de receptor 5-HT, considerado pos-sinaptico (MOKROSZ
et al., 1994; GRIEBEL et al., 2000; WESOLOWSKA et al., 2003), os
resultados mostraram que o consumo de racdo enriquecida exibido pelas
ratas em estro, apds tratamento com ambas as doses de MM-77 no
NARC, ficou duas vezes acima do controle. Este resultado sugere que
este antagonista impediu a ativacdo de uma influéncia inibitoria, que
estaria nessas condi¢Ges experimentais atuando tonicamente sobre a
ingestdo de alimento. Essa inibicAo parece estar menos presente no
NARC das ratas em diestro, visto que a menor dose de MM-77 néo
modificou a reposta ingestiva e, a dose maior aumentou ligeiramente
(em 25%) o consumo de alimento. Além disso, a inje¢do de ambas as
doses de MM-77 no NARC aumentou a duracdo e freqliéncia de
consumo deste comportamento ingestivo nas ratas em estro, 0 que,
portanto, reflete o efeito desta droga no retardo da saciacdo destes
animais. Por outro lado em diestro, apenas 0 nimero de vezes que 0
animal procurou alimento foi maior nos animais tratados com a maior
dose de MM-77, ndo sendo observada alteracdo na laténcia e na duracéo
do comportamento ingestivo nos animais tratados com a maior dose. O
MM-77 administrado isoladamente ndo afetou a laténcia para iniciar a
resposta ingestiva em ambas as fases do ciclo estral analisado, portanto,
acredita-se que a mesma nao tenha efeito sobre os sinais que induzem a
saciedade.

Os dados comportamentais indicam que a resposta hiperfagica
induzida por ambas as doses de MM-77 injetadas no NARC de animais
em estro e diestro ndo foi acompanhada por aumento na duragdo do
comportamento de imobilidade, um indicador de saciedade. Durante a
fase de estro, a Unica alteragdo observada foi aumento na duracdo da
exploracdo vertical ap6s tratamento com a menor dose de MM-77 no
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NARC. Em diestro, ocorreu uma reducdo discreta na duracdo do
comportamento de autolimpeza ap6s a injecdo no NARC de ambas as
doses de MM-77, sem afetar o comportamento de imobilidade. Nesse
sentido, o processo natural de saciedade que incluiria a transicdo da
alimentacdo para o repouso (HALFORD e BLUNDELL, 1996;
GUNDLAH et al., 1998; HALFORD et al.,1998; LOPEZ-ALONSO et
al., 2007) parece ter sido afetado pela droga.

Os dados do presente estudo indicam que o MM-77 retarda a
atuacdo dos sinais que induzem o término da refeicdo, levando a uma
hiperfagia. Este retardo poderia ser atribuido ao bloqueio do receptor
serotonérgico 5-HTya, suprimindo uma possivel influéncia inibitéria
sobre a ingestdo de alimento mediada por esse receptor. Entretanto,
Steffens et al., (2008; 2010) mostraram que o tratamento com MET
(antagonista ndo seletivo de receptores 5HT) e WAY100635 (um
antagonista seletivo de receptor 5-HT;4) no NARC de ratas em estro ou
diestro ndo provocou hiperfagia como o demonstrado neste estudo pelo
MM-77. Estes resultados enfraquecem a possibilidade de que o efeito
hiperfagico induzido pelo MM-77 injetado no NARC seja mediado pelo
receptor 5-HT;5 uma vez que evidéncias da literatura indicam que o
MM-77 também pode ser um antagonista de receptor al-adrenérgico
(ARKLE et al., 2005).

Alguns estudos mostraram que a inje¢cdo de noradrenalina
periférica ou intra-perifornical reduziu o consumo de alimentos em
animais privados de alimento ou que receberam uma dieta altamente
palatavel (MARGULES et al., 1970; RACCOTA, 1995). Tais autores
sugeriram que este efeito seja mediado pela ativagdo de a-
adrenoceptores. Wellman et al., (2000) estudaram os receptores o-
adrenérgicos e afirmaram que a ativagdo de al-adrenoceptores estejam
envolvidos com a reducdo do consumo de alimento e a ativagdo de o2-
adrenoceptores esteja relacionado a um aumento da ingestdo de
alimentos. Assim sendo, outros estudos mais especificos revelaram que
a administracdo de agonistas al-adrenérgicos no PVN de animais ndo
privados de alimento levaram a uma hipofagia (WELLMAN e DAVIES,
1991; DAVIES e WELLMAN, 1992; DAVIES et al, 1992;
WELLMAN et al., 1993; MORIEN et al. 1993) e estes efeitos foram
revertidos apds tratamento dos animais com antagonistas ol-
adrenérgicos (WELLMAN e DAVIES, 1991; WELLMAN et al., 1993).

77



Esta hipofagia também foi verificada em alguns estudos realizados em
outros sitios de injecdo, onde animais que foram tratados com agonistas
de receptores al-adrenérgicos no NR tiveram uma reducdo no consumo
de alimentos (MANSUR et al., 2011; RIBAS et al., 2012). Este efeito da
noradrenalina na reducdo na ingestdo de alimentos, mediado pela
ativagdo de receptores al-adrenérgicos, poderia também ser verificado
em neurdnios do NARC. Além disso, o hipotdlamo contém uma
variedade de outras substancias, ja anteriormente citadas, que
influenciam na alimentagdo, entre elas o NPY e a leptina. Esses
peptideos podem alterar a ingestdo de alimentos por um aumento ou
diminuicdo nos niveis extracelulares de noradrenalina (CARO et al.
1996; KALRA, 1997). O aumento de leptina pode reduzir a atividade
supressora da ingestdo de alimentos mediada pela NA. Brunetti et al.
(1999) relataram que a leptina reduzia a despolarizacdo da membrana
que facilita a liberagdo de NA a partir dos sinaptossomas de ratos. Desta
forma podemos sugerir também que o bloqueio do receptor adrenérgico
possa ter retirado a inibicdo tdnica sobre a ingestdo de alimento e
resultou em hiperfagia nas ratas tratadas com MM-77 no NARC.

A injecdo de 8-OH-DPAT no NARC atenuou a elevagdo na
ingestéo de alimento provocada pelo MM-77 em ratas em estro. Quando
injetado ap6s a dose menor de MM-77, o 8-OH-DPAT impediu o
aparecimento da hiperfagia. Por outro lado, quando administrado com a
dose maior de MM-77, 0 8-OH-DPAT reduziu a intensidade da resposta
hiperfagica induzida pelo MM-77. Em diestro, essa interacdo entre
efeitos induzidos pelo MM-77 e pelo 8-OH-DPAT aparentemente esteve
ausente uma vez que a reducdo no consumo de alimento induzido pela
injecdo de 8-OH-DPAT ndo foi afetada pelo tratamento prévio com
MM-77 no NARC. Esses dados sugerem uma possivel atenuacdo da
influéncia tonica inibitdria durante a fase de diestro e, por isso, uma
menor interagdo entre o 8-OH-DPAT e o0 MM-77, com o predominio do
efeito hipofagico induzido pelo 8-OH-DPAT.

No que se refere & duracdo do comportamento ingestivo em
estro, de modo similar ao que ocorreu com a ingestdo de alimento, o
tratamento com 8-OH-DPAT afetou a duragdo da resposta ingestiva
induzida pelo MM-77. A injecdo de 8-OH-DPAT suprimiu o aumento
na duracdo da resposta ingestiva provocada pela menor dose de MM-77
e atenuou a elevacgdo dessa resposta induzida pela maior dose de MM-77
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nos animais em estro. Esses resultados indicam que a ativacdo de
receptores 5-HT pelo 8-OH-DPAT do NARC afetou 0os mecanismos
gue induzem o término da alimentacdo e que tinham sido engatilhados
pela administracdo de MM-77 no NARC de ratas em estro. Em diestro,
a reducdo na duracdo da ingestdo de alimento provocada pela injegéo de
8-OH-DPAT ndo foi afetada pelo tratamento prévio com MM-77, efeito
semelhante aquele observado na resposta de ingestdo de alimento. Esses
resultados indicam que a antecipacgdo dos sinais que induzem o término
da refeicdo e ativados pela injecdo de 8-OH-DPAT no NARC néo foram
afetados pela administracdo prévia de MM-77 durante o diestro. Por
outro lado, 0 aumento na laténcia para iniciar o consumo de alimento
induzida pelo tratamento com 8-OH-DPAT no NARC de ratas em estro
foi afetada pelo tratamento prévio com MM-77. Enquanto essa variavel
ndo foi afetada pelo MM-77 injetado isoladamente, a sua administracdo
reduziu (dose menor) ou suprimiu (dose maior) a elevacdo na laténcia
para iniciar o consumo de alimento induzido pelo 8-OH-DPAT,
sugerindo que 0s mecanismos que permitem o inicio da alimentacdo
parecem incluir os receptores 5-HT;o do NARC. Esse mecanismo
parece atuar apenas na fase de estro, uma vez que a laténcia para iniciar
0 consumo de alimento ndo foi modificada por nenhum dos tratamentos
efetuados em ratas em diestro.

Esses resultados indicam que a ingestdo de alimento e duragédo
dessa resposta, isto €, 0s mecanismos de saciacdo que levam a
finalizacdo da refeicdo, sdo afetados pelo MM-77 injetado no NARC.
Além disso, os resultados também indicam que a ativacdo de receptores
5-HT 14, que antecipam o final da alimentacéo, interfere com os efeitos
desencadeados pelo MM-77, que retarda a atuacdo dos sinais que
induzem o término da resposta ingestiva. Considerando que 0 MM-77
seja um antagonista de receptor pds-sinaptico (MOKROSZ et al., 1994;
GRIEBEL et al., 2000; WESOLOWSKA et al., 2003), os dados do
presente estudo poderiam sugerir que o receptor 5-HTia estaria
localizado em neurbnios pré-sinapticos uma vez que tanto em estro
como em diestro o efeito redutor da ingestéo de alimento induzida pelo
8-OH-DPAT se fez presente, indicando que o MM-77 foi incapaz de
impedir a acdo do 8-OH-DPAT. Enquanto os efeitos do 8-OH-DPAT
sobre a duracdo da ingestdo de alimento, isto €, seus efeitos sobre os
mecanismos de saciacdo, parecem ser mediados por receptor 5-HTia
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pré-sinaptico; os efeitos do 8-OH-DPAT sobre a laténcia para iniciar o
consumo de alimento (mecanismos de saciedade) parecem ser mediados
por receptor 5-HT;5 pOs-sinaptico, uma vez que o tratamento prévio
com MM-77 suprimiu o retardo na laténcia para iniciar a resposta
ingestiva induzida apelo 8-OH-DPAT durante o estro.

Quanto aos demais comportamentos ndo ingestivos verificou-se
gue 0s animais em estro apresentaram apenas uma elevacao no tempo de
exploragéo vertical quando foram tratados com a dose maior de MM-77
seguida pela injecdo de 8-OH-DPAT no NARC. Portanto, 0 MM-77
impediu o processo natural da seqiiéncia da saciedade e reverteu 0s
efeitos mediados pelo 8-OH-DPAT que bem caracterizavam 0s
mecanismos da saciedade, mostrando que a interacdo das drogas levou a
um predominio dos efeitos do MM-77 sobre os animais. Em diestro,
houve um aumento da exploracdo ndo locomotora e uma reducdo da
autolimpeza nos animais que receberam pré-tratamento com ambas as
doses de MM-77 seguida da injecdo de 8-OH-DPAT. Entretanto, nos
animais em diestro a seqiiéncia comportamental da saciedade ja nédo
tinha sido verificada apds tratamento dos animais com 8-OH-DPAT.

No que diz respeito a ingestdo de adgua, apenas 0s animais em
diestro exibiram uma alteracdo neste comportamento quando receberam
tratamento de MM-77 na maior dose e 8-OH-DPAT, ao verificar um
aumento da quantidade, no tempo de duracdo e na laténcia para iniciar
este comportamento. Esta alteracdo na ingestdo de agua, assim como
sugerida quanto ao consumo de alimento, pode ser resultado de uma
interacdo de neurdnios serotonérgicos e adrenérgicos. Camargo et al.
(2010) apds a injecdo de diferentes doses de 8-OH-DPAT na &rea septal
lateral percebeu que os ratos exibiram uma reducao no consumo de agua
gue era mais expressiva com o aumento da dose. Além disso, a injecdo
de um antagonista 5-HT 14 mostrou-se reverter tais efeitos mediados pelo
8-OH-DPAT, ao levar a um aumento significativo na ingestdo de agua
guando as duas drogas foram injetadas na area septal. Villa et al. (2008)
ao injetar 8-OH-DPAT e um antagonista de receptor 5-HT;5 no PVN
em ratos privados de agua também verificaram resultados semelhantes,
0 que sugere que os efeitos no consumo de agua podem estar
relacionados a ativacdo de receptores 5-HT;a Por outro lado, Tanaka
(2002) verificou que o consumo de agua aumentado verificado apés a
injecdo de angiotensina Il no érgdo subfornical foi aumentado através da
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injegdo prévia de um agonista a-adrenérgico. Além disso, a injegdo de
um antagonista de angiotensina II ou receptor a-adrenérgico no nucleo
pré-Optico mediano atenuou as respostas mediadas pela angiotensina |
no o6rgdo subfornical. Deste modo, qualquer alteracdo nos niveis de
noradrenalina poderia interferir na ingestdo de agua.

Portanto, diante das evidéncias anteriormente citadas sugere-se
que o receptor 5-HTy5 parece estar presente em neurbnios pré e pos-
sinapticos. Enquanto a ativacdo de receptores 5-HT;a pré-sinapticos
participaria dos mecanismos neurais envolvidos com o término da
alimentacdo, os receptores 5-HT;5 pOs-sinapticos estariam envolvidos
com 0s mecanismos que regulam o inicio da resposta ingestiva. Além
disso, a hiperfagia induzida pelo uso de MM-77 parece ser mediada por
receptores adrenérgicos e ndo serotoninérgicos; entretanto, tal afirmacéo
ainda merece ser melhor analisada, visto que sdo necessarios outros
estudos envolvendo doses maiores de MM-77 e a utilizagdo neste caso
de agonistas e antagonistas adrenérgicos para que estes resultados sejam
consolidados. Além disso, os dados sugerem que o MM-77 pode
constituir em uma droga potencial no controle da ingestdo de alimento
devido aos seus efeitos sobre o consumo alimentar, por meio da inibi¢do
de um tonus inibitorio sobre a ingestdo de alimento, quando injetado no
NARC. Além disso, essa influéncia inibitéria parece ser sensivel ao
nivel de horménios ovarianos presentes no sangue, pois os efeitos
hiperfagicos do MM-77 isolado foram mais intensos durante a fase de
estro.
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6. CONCLUSOES

Foi verificada diferenca nos comportamentos ingestivos entre as
duas fases estrais analisados nos animais que apenas receberam veiculo,
mostrando uma possivel influéncia dos hormdnios ovarianos na
guantidade, duracéo e frequéncia de consumo de alimentos.

A administracdo de 8-OH-DPAT no NARC induz resposta
hipofagica nas duas fases analisadas, porém por mecanismos distintos;
em estro a possivel ativacdo dos circuitos serotonérgicos, mediada pela
estimulacdo de receptores 5-HT1a, Ocorre por um retardo no inicio do
comportamento da resposta ingestiva e um aumento dos episédios
ingestivos (saciedade). E em diestro essa ativagdo ocorre por uma
antecipacdo na finalizacdo da refeicdo, mecanismo este relacionado ao
processo de saciagdo. Estes efeitos parecem ser acompanhados por
alteragBes nos comportamentos ndo ingestivos, que sdo caracteristicos
da sequiéncia da saciedade.

A injecdo de MM-77 no NARC isolado provoca hiperfagia nos
animais em ambas as doses em estro e apenas na maior dose em diestro.
Além disso, esse efeito na ingestdo de alimentos é mediado por retardo
na finalizacdo da refeicdo e aumento nos episodios ingestivos nos
animais em estro. Ndo foram verificadas alteracfes decorrentes da
injecdo de MM-77 isolado nos processos que estdo relacionados ao
inicio da refeicdo (laténcia). Sugere-se que esta influéncia na ingestao de
alimentos pode ser mediada por sistema serotonérgico e adrenérgico.

Visto que o efeito redutor da ingestdo de alimento induzido pelo 8-
OH-DPAT se fez presente mesmo ap6s pré-tratamento nos animais com
MM-77 e que esta interacdo de drogas afetou os mecanismos que
induzem o término da alimentagdo com predominio dos efeitos
mediados pelo 8-OH-DPAT, e considerando que o MM-77 é um
antagonista de receptor 5-HT;n pds-sinaptico, sugere-se que estes
efeitos sejam mediados por uma ativagdo de receptores 5-HTia pré-
sinépticos. Por outro lado, 0 aumento na laténcia para iniciar o consumo
de alimento induzido pelo tratamento com 8-OH-DPAT no NARC de
ratas em estro foi afetada pelo tratamento prévio com MM-77, e sugere
que os efeitos do 8-OH-DPAT sobre a laténcia para iniciar o consumo
de alimento (mecanismos de saciedade) parecem ser mediados por
receptor 5-HT 4 pos-sinaptico.
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Outros estudos séo necessarios utilizando outras doses de MM-77 e
outros tipos de agonistas e antagonistas de receptores ndo serotonérgicos
injetados no NARC, sob mesmas condicdes experimentais.
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