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RESUMO

ACAO CENTRAL DA OCITOCINA NO CONTROLE DA INGESTAO
ALIMENTAR: INFLUENCIA DO CICLO ESTRAL, Rodrigo Figueiredo Fontes,
Universidade Federal de Sergipe, 2012.

Em adigdo a estimulagdo da contragdo uterina e ejecéo de leite, a ocitocina
(OT) atua em circuitos neurais que controlam a ingestdo alimentar. Este
trabalho teve como objetivo investigar a modulagdo gonadal no controle
ocitocinérgico da ingestado alimentar. Ratas Wistar com no minimo trés ciclos
regulares monitorados por 15 dias foram submetidas a implantacdo de céanula
no ventriculo lateral. Apds a cirurgia, foram acompanhados mais trés ciclos e as
que permaneceram regulares foram submetidas a jejum por 24 horas e
receberam uma microinjecéo intracerebroventricular (5 uL) de OT (5 Ul, 1 g/L)
ou de PBS (tampao fosfato salina). Imediatamente apdés as infusdes, foi
oferecida ragdo balanceada e mensurada a quantidade de alimento consumido
por 90 minutos. Aproximadamente doze porcento das ratas submetidas a
cirurgia de implantacdo de canulas alteraram a regularidade do ciclo e
permaneceram em fase metaestro, apresentando eventualmente fase diestro.
Das trinta e uma ratas submetidas a implantagcdo de canula no ventriculo
lateral, 16 receberam microinjecdo (5 uL) de PBS e 15 receberam microinjecéo
(5 uL) de OT (5 Ul). Apds as 24 horas de jejum, as 8 ratas em proestro e as 8
ratas em metaestro apresentaram respectivamente ingestdo alimentar média
de 2,45 *+ 0,28 g/100g e 2,17 + 0,26 g/100g de massa corpdrea durante 90
minutos apds a reapresentacdo da ragdo, ndo apresentando diferenca
significativa entre os grupos (p<0,05). Das 16 ratas submetidas a microinjegcao
de PBS, 8 estavam em metaestro e 8 em proestro no dia do experimento. Apés
as 24 horas de jejum, as 8 ratas em proestro e as 8 ratas em metaestro
apresentaram respectivamente ingestao alimentar média de 2,45 + 0,28 g/100g
e 2,17 * 0,26 g/100g de massa corpérea durante 90 minutos apds a
reapresentacdo da racdo, ndo apresentando diferenga significativa entre os
grupos (p<0,05). Das 15 ratas submetidas a microinjecdo de ocitocina, 7
estavam em metaestro e 8 em proestro. Apds o procedimento experimental, as
7 ratas em metaestro e as 8 em proestro apresentaram respectivamente
ingestao alimentar média de 1,21 + 0,15 g/100 g e 1,61 = 0,26 g/100 g de
massa corpérea durante 90 minutos apds a reapresentacdo da racao,
apresentando diferenca significativa entre os grupos (p<0,05). Em relagdo ao
processamento da imunofluorescéncia, evidenciou-se a expressdo de c-Fos
nos nucleos paraventricular (PVN) e supraodptico (SON) de ratas nas fases
metaestro e proestro, respectivamente, microinjetadas (icv) com salina
isotdnica ou ocitocina nas condi¢gdes de reapresentacdo de ragcdo apos jejum
(24 horas). Desta forma, nossos resultados mostram que a ocitocina apresenta
uma agao central no comportamento da ingestdo alimentar e que as fases do
ciclo estral ndo modulacéo a acao inibitoria da ocitocina no controle ingestivo.

Palavras-chave: Ocitocina, ingestado alimentar, esteroides gonadais.
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ABSTRACT

CENTRAL ACTION OF OXYTOCIN ON THE CONTROL OF FOOD INTAKE:
INFLUENCE OF THE ESTROUS CYCLE, Rodrigo Figueiredo Fontes, Federal
University of Sergipe, 2012.

In addition to stimulation of uterine contraction and milk ejection, oxytocin (OT)
acts on neural circuits that control food intake. This study aimed to investigate
the gonadal modulation of ocitocinergic control on food ingestion. Female
Wistar rats with at least three regular cycles were monitored for 15 days and
underwent implantation of cannula into the lateral ventricle. After the surgery it
was accompanied three more cycles and which remained regular, were fasted
for 24 hours and received intracerebroventricular microinjection (5 uL) of OT (5
Ul, 1 g/L) or phosphate buffered saline (PBS). Immediately after the infusions, a
balanced ration was offered and measured the amount of food consumed by 90
minutes. Approximately 12% of rats submitted to cannula implantation surgery
altered the regularity of the cycle phase and remained at metaestrous,
eventually presenting diestrus phase. Thirty-one rats were subjected to
implantation of cannulas into the lateral ventricle, 16 have received
microinjections (5 uL) of PBS and 15 have received microinjections (5 uL) of
OT (5 UI). After 24 hours of fasting, 8 rats at proestrus showed an average food
intake of 2,45 + 0,28 g/100g, while 8 rats al metaestrous presented an average
food intake of 2,17 %+ 0,26 g/100g of body mass for 90 minutes after
resubmission of chow, no presenting significant differences between groups
(p<0,05). Of the 16 rats subjected microinjection of PBS, 8 were at metaestrous
and 8 in proestrus on the day of experiment. After 24 hours of fasting, the eight
rats in metestrus showed an average food intake of 2,17 + 0,25 g/100g, while in
the proestrus, the eight rats presented an average food intake of 2,45 + 0,28
g/100g, no presenting significant differences between groups (p<0,05). Of the
fifteen rats subjected microinjection of oxytocin, 7 were at metaestrous and 8 in
proestrus. After 24 hours of fasting, the 7 rats in metestrus showed an average
food intake of 1,21 = 0,15 g/100 g, while in the proestrus, the 8 rats presented
an average food intake of 1,61 + 0,26 g/100 g of body mass for 90 minutes after
reintroduction of food, significant differences between groups (p<0,05).
Regarding the processing of immunofluorescence revealed the expression of c-
Fos in the paraventricular nucleus (PVN) and supraoptic (SON) of rats in
metestrus and proestrus phases, respectively, microingetadas (icv) with saline
or oxytocin in the conditions of representation feed after fasting (24 hours).
Thus, our results show that oxytocin has a central action on behavior food
intake and that of the phases of the estrous cycle does not modulate the
inhibitory action of oxytocin in the control of food intake.

Keywords: oxytocin, food intake, gonadal steroids
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos tem-se evidenciado grandes avangos no conhecimento
cientifico acerca dos mecanismos neuroquimicos envolvidos no comportamento
ingestivo, fato que tem levado a melhor compreenséo inclusive dos diversos
distirbios bem como impulsionado o desenvolvimento de novas modalidades
terapéuticas em diferentes processos fisiopatoldgicos, a exemplo da obesidade e
hipertensao arterial (DOSSAT et al., 2011; KRINGELBACH, et al., 2012; SINCLAIR,
et al., 2011).

Em adicdo as acdes conhecidas da OT (ocitocina) como estimulagdo da
contracdo uterina e ejecdo de leite, esta também age como um importante
neurotransmissor que participa dos circuitos que controlam a ingestdo alimentar.
Sua secrecdo € estimulada pela microinjecdo central de colecistoquinina (CCK) e
pela distensédo géastrica (RENAUD et al., 1987). Para isso, observou-se que com a
infusdo intravenosa de OT ndo havia alteracdo do apetite ao sédio (STRICKER e
VERBALIS, 1987) nem quanto a ingestdo alimentar (VERBALIS et al., 1986),
possivelmente, apenas a OT centralmente liberada atuaria nos circuitos neurais

que regulam o apetite ao sédio e a ingestéo alimentar.

Deste modo, diversos estudos tem demonstrado que o sistema nervoso
central (SNC) integra mecanismos anorexigenos que envolvem a liberagdo de
ocitocina no cérebro a partir de projecdes neuronais dos neurdnios parvocelulares

no nucleo paraventricular (BASKIN, et al, 2010).

Ainda assim, recentes estudos tém investigado o potencial papel dos
esterdides ovarianos na modulagdo do circuito ocitocinérgico, demonstrando
variacdo na liberacdo de OT no nucleo paraventricular (PVN), nucleo supraoptico
(SON), neuro-hipofise, sangue porta-hipofisario e plasma durante o ciclo estral de
ratas, acompanhada do aumento da atividade ocitocinérgica durante o proestro
(GREER et al., 1986; CROWLEY et al., 1978; SARKAR, GIBBS, 1984; WINDLE,
FORSLING, 1993).



Conforme o exposto, este trabalho propde estabelecer a possivel relacdo
entre a participacdo dos esterdides gonadais sobre a modulac¢édo ocitocinérgica no

comportamento ingestivo em modelo animal em diferentes fases do ciclo estral.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Anatomofisiologia do eixo hipotalamo-hipoéfise

O hipotdlamo, anatomicamente, € parte do diencéfalo e se dispde nas
paredes do 3° ventriculo, abaixo do sulco hipotalamico, que o separa do tadlamo. Ele
representa uma estrutura do sistema nervoso central que esta envolvida em uma
série de processos fisiolégicos, tais como controle da sede, da reproducdo, do
equilibrio hormonal, dos ritmos biolégicos e o controle da ingestao alimentar. A maior
parte de suas funcdes relaciona-se com a homeostase, ou seja, com a manutencao
do meio interno dentro dos limites compativeis com o funcionamento adequado dos
diversos Orgaos. Apresenta também grupamentos neurais que se relacionam ao
controle da funcdo enddcrina, os quais, em conjunto, constituem o chamado
hipotalamo enddécrino (AIRES, 2008; MACHADO, 2000).

O hipotadlamo é formado por mais de 40 nucleos, histologicamente distintos, e
areas que podem ainda ser divididas em diferentes subndcleos. Seus principais
nucleos estao ilustrados na figura 1 (MEISTER, 2007).
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Figura 1. Principais nucleos hipotalamicos (http://www.sistemanervoso.com/pagina).



A hipofise, também denominada glandula pituitaria, € uma pequena glandula
com cerca de 1 cm de didmetro e peso de 0,5 a 1 g. Localiza-se na sela turcica, na
base do cérebro, e estd conectada ao hipotalamo pelo pendunculo hipofisério.
Fisiologicamente, ela divide-se em duas partes distintas: o lobo anterior da hipéfise,
também conhecido como adeno-hipéfise, e o lobo posterior da hipdéfise, também
denominado neuro-hipofise. O lobo anterior da hipofise secreta seis importantes
horménios que desempenham papéis relevantes no controle das funcbes
metabdlicas em todo organismo: horménio do crescimento, adrenocorticotropico
(ACTH), tireo-estimulante (TSH), prolactina, foliculo-estimulante (FSH) e luteinizante
(LH). J& o lobo posterior secreta dois horménios: hormonio antidiurético (ADH),

também denominado vasopressina e a ocitocina (GUYTON, HALL, 2011).

O hipotadlamo e a hipofise funcionam de modo coordenado, comandando a
maioria dos sistemas enddcrinos. A unidade hipotalamica-hipofisaria regula as
funcdes da tiredide, supra-renal, glandulas reprodutoras, crescimento, producao de
leite e a regulacdo osmdética. Funcionalmente, o hipotdlamo controla a hipofise por

mecanismos neurais e hormonais (CONSTANZO, 2004).

Quanto a organizacao do sistema hipotalamo-hipofisario, estes encontram-se
conectados, anatomicamente, pela haste hipofisaria (infundibulo) e, funcionalmente,
por neurbnios provenientes de distintos nucleos hipotalamicos. Os neurdnios
parvicelulares se dirigem a rede de capilares presentes na eminéncia mediana do
hipotalamo, que sdo pertencentes ao sistema porta hipotalamo-hipofisario, e por
meio do qual os hormdnios por eles produzidos (horménios hipofisiotroficos) sao
conduzidos a adeno-hipdéfise, onde estimulam ou inibem a sintese e secrecdo dos
horménios hipofisarios. Os neurdnios magnocelulares se dirigem a neuro-hipofise,
onde os hormoénios produzidos no hipotalamo (hormonio neuro-hipofisarios) ficam
armazenados em vesiculas de secrecdo até serem liberados por estimulos
especificos que deflagram potenciais de agdo nos mesmos (AIRES, 2008). A figura

2 ilustra a anatomia do eixo hipotalamo-hipofisario.
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Figura 2. Anatomia do eixo hipotalamo-hipofisario (JUNQEIRA, CARNEIRO, 2008)

2.1.1. Sistema porta hipotalamico-hipofisario

O sistema vascular porta-hipotalamico-hipofisario (ou sistema porta-
hipofisario) é responsavel pelo transporte de hormonios do hipotalamo para a adeno-
hipofise. A vascularizacdo da hipdéfise é feita pelas artérias hipofisarias superior e
inferior (ramos da carétida interna) e por um complexo sistema vascular
especializado, denominado de sistema porta hipotalamo-hipofisario. Através deste
sistema, 0 sangue venoso proveniente da eminéncia mediana do hipotalamo se
dirige a adeno-hipofise, trazendo neuropepideos secretados por neurdnios
hipotalamicos. O papel destes neuropeptidios € o de controlar (ativando ou inibindo)

a secrecao dos hormdnios adeno-hipofisarios (AIRES, 2008).



2.1.2. Adeno-hipéfise

A natureza da relac&o entre o hipotalamo e a hipofise anterior é tanto neural
guanto enddcrina. O hipotalamo e a hipdéfise anterior estdo ligados diretamente pelos
vasos sanguineos porta hipotalamico-hipofiséarios, que fornecem a maior parte do
sangue no lobo anterior (CONSTANZO, 2004). A figura 4 ilustra a estrutura e

localizac&o da adeno-hipdéfise e neuro-hipofise.

Os hormonios liberadores ou inibidores de liberacdo hipotalamicos sao
sintetizados nos corpos celulares dos neurdnios hipotalamicos e migram por seus
axbnios para a eminéncia mediana do hipotalamo. Quando esses neurdnios sao
estimulados, os horménios sdo secretados para o tecido hipotalamico circunvizinho
e entram no plexo capilar adjacente. O sangue desses capilares drena para 0s
vasos porta hipofisarios, sendo distribuido diretamente para o lobo anterior da
hipéfise. Dessa forma, os hormonios hipotalamicos atuam nas células do lobo
anterior, onde estimulam ou inibem a liberacdo dos horménios da hipofise anterior.
Em seguida, os hormdnios da hipdéfise anterior entram na circulacdo sistémica
levando-os até seus tecidos-alvo (CONSTANZO, 2004).

2.1.2. Neuro-hipoéfise

A neuro-hipofise é formada basicamente por células do tipo glial,
denominadas pituicitos. Tais células atuam como estrutura de sustentagdo para
grande numero de fibras nervosas terminais e terminacdes nervosas de feixes
nervosos que se originam nos nucleos supra-Opticos e paraventriculares do
hipotalamo. Esses feixes chegam a neuro-hipdfise passando pelo penddnculo
hipofisario. As terminagdes nervosas séo saliéncias bulbosas contendo numerosos
granulos secretores, situados sobre as superficies dos capilares, nos quais secretam
0s horménios antidiurético e ocitocina (GUYTON, HALL , 2011).

Os hormonios ADH e ocitocina séo sintetizados no pericario das células que
constituem os nucleos supra-6pticos (SON) e paraventriculares (PVN), como parte
de um pro-horménio, e armazenados em granulos, que séo transportados por fluxo

axoplasmatico em direcdo as terminacdes nervosas localizadas no lobo neural.



Neste local, permanecem armazenados até que potenciais de acdo, gerados nos
corpos celulares em resposta a estimulos especificos, provoquem suas liberacdes
(AIRES, 2008).

No interior dos granulos de secre¢cdo, o ADH e a ocitocina encontram-se
associados as neurofisinas, as quais se atribui, inicialmente, o papel de proteinas
carreadoras destes hormonios. Todavia, atualmente se reconhece que a neurofisina
| e a Il constituem parte da molécula precussora de ocitocina (pré-oxifisina) e ADH
(pré-pressofisina), respectivamente. Assim, as neurofisinas e os neuro-horménios
sdo codificados no mesmo gene, fazendo parte de um pro-hormdénio que €
sintetizado nos ribossomos e processados enzimaticamente, dentro dos granulos, ao
longo do trato hipotalamo-neuro-hipofisario. Desse processamento enzimatico
resulta a liberagdo do ADH, bem como a ocitocina de suas moléculas percussoras
(AIRES, 2008).

2.2. Controle hipotalamico da regulacao do apetite

O hipotalamo apresenta um papel central na regulacdo do apetite. Ele recebe
e integra a entrada de metabdlitos, horménios e fatores neurogénicos sobre o estado
nutricional do organismo. Os grandes centros hipotalamicos para a regulacdo do
apetite sdo o hipotdlamo ventromedial (VMH), responsavel pela sensacdo de
saciedade, e o hipotalamo lateral (HL), que inicia a alimentacdo (GULATI, RAY,
1995).

O hipotalamo representa o principal centro no sistema nervoso central para o
controle do balanco energético. Dentre os diversos nucleos existentes no
hipotalamo, estdo associados a regulagdo do balango energético e ilustrados na
figura 5, o nacleo arqueado, o ventromedial, o dorsomedial e area paraventricular do
hipotalamo lateral. Os neurénios localizados nestas regifes produzem mensageiros
quimicos, que sao liberados em seus campos terminais para estimular ou inibir o
comportamento alimentar. Os neurénios do hipotdlamo produzem mediadores que
tém acgbes orexigenos ou anorexigenos, que sao liberados nos campos terminais
dentro do hipotalamo, mas também em areas de projecdo em outras regides da

medula, do tronco encefélico, cérebro e medula espinhal (MEISTER, 2007).



2.3. Controle neuroenddcrino da ingestao alimentar

O controle da ingestdo de nutrientes e o decorrente estado de equilibrio
homeostéatico dependem de uma série de sinais periféricos que atuam diretamente
sobre o sistema nervoso central, levando as respostas adaptativas apropriadas
(HALPERN et al., 2004). Tanto o sistema nervoso central (SNC) quanto o entérico
(SNE) estédo envolvidos na regulacédo da ingestdo alimentar. Estes dispdem de uma
infinidade de sensores e receptores, atuando na sinalizacdo entre intestino-cérebro e
consequentemente na regulacdo de funcdes digestivas e da ingestdo alimentar.
Essa regulacéo integra um conjunto de sinais neuroenddcrinos sensiveis ao estado
metabdlico e a ingestdo calérica do individuo. Fazem parte desses sinais
neuroendocrinos, os neuromoduladores da fome, fatores gastrointestinais, a insulina
e os fatores adipocitarios (LEITE, BRANDAO-NETO, 20009).

2.3.1 Neuromoduladores da fome

No hipotdlamo, em especial no ndcleo arqueado, ha dois grupos de
neuropeptidios que atuam no controle da fome e do apetite. Estes sdo chamados
orexigenos, quando associados ao estimulo da ingestdo alimentar, e anorexigenos,
guando associados a inibicdo do apetite. Comp&em o grupo dos neuropeptideos
orexigenos, o neuropepitideo Y (NPY) e a proteina relacionada a agouti (AgRP),
enquanto os anorexigenos compreendem o hormonio estimulador de alfa-melandcito
(MSH), a pro6-opio-melanocortina (POMC) e o transcrito regulado pela cocaina e
anfetamina (CART). Os neurdnios que expressam esses neuropeptideos interagem
ente si e com sinais periféricos (a exemplo da leptina, insulina, grelina e
glucocorticoides), atuando na regulacdo do controle alimentar e do gasto energético
(GILBBERT, BRITO, 2011; HALPERN, et al., 2004; LEITE, BRANDAO-NETO, 2009;
PEREIRA, 2009). A figura 6 mostra a localizacdo de neuropeptideos e seus

receptores dentro do hipotalamo.
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Figura 3. Principais neuropeptidios hipotalamicos e seus receptores (PARKER, BLOOM, 2012).

2.3.2.1 Neuropeptideos orexigenos (NPY e AgRP)

NPY

O NPY é o mais abundante neurotransmissor cerebral, sintetizado em
diversas areas, em especial no nucleo arqueado, no qual é co-expresso com a
proteina relacionada a agouti (AgRP) (PARKER, BLOOM, 2012). Os neurdnios
produtores desse neuropeptidio projetam-se para 0s neurbnios de segunda ordem
localizados no nudcleo paraventricular (PVN), hipotalamo lateral (HL), area
perifornical (PFA), nucleo ventromedial hipotalamico (VMH) e nucleo dorsomedial
hipotalamico (DMH) sob condi¢cdes de demanda energética aumentada como a
lactacdo e alguns modelos experimentais de obesidade, além de outras regides

cerebrais, desencadeando a via anabdlica (VALASSI et al., 2008).
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O NPY, administrado via intracerebroventricular (ICV), apresenta efeito
orexigeno quando injetado diretamente no nucleo paraventricular (PVN) promovendo
0 aumento da ingesta alimentar, inibicdo da termogénese e adipogénese em ratos
(PARKER, BLOOM, 2012; VALASSI ET AL., 2008). Sendo assim, o NPY apresenta
um importante papel no sistema orexigeno, promovendo aumento da ingestédo
alimentar, reducao do gasto energético e aumento do peso corporal e da lipogénese
em animais. (RODRIGUES et al., 2003).

AgRP

O AgRP é um peptidio homélogo a proteina agouti que, assim como o NPY, é
expresso no nucleo arqueado do hipotalamo. Foi verificado que a super expressao
da AgRP leva a obesidade em camundongos. Também considerado um
neuropeptidio orexigeno, ele tem sua producao influenciada pelos niveis séricos de
leptina e insulina. O gene do AgRP tem sua expressédo inibida pela leptina. No
entanto, sua acdo € mais prolongada que a do NPY, tendo um potencial terapéutico
em doencas como anorexia e outras patologias que causam emagrecimento.  Além
disso, a proteina agouti € um antagonista enddégeno dos receptores da
melanocortina (LEITE, BRANDAO-NETO, 2009).

Evidéncias demonstram que, assim como o NPY, a administracdo de AgRP
via intracerebroventricular (ICV) ou diretamente no PVN ou DMH, apresenta efeito
orexigeno. Excepcionalmente, o AgRP atua como um antagonista enddgena no
MC3R e MC4R (receptor de melanocortina 3 e 4 respectivamente). O AgRP é
orexigeno mesmo na auséncia de a-MSH (PARKER, BLOOM, 2012).

2.3.2.2 Neuropeptideos anorexigenos (MSH, POMC e CART)
MSH
As melanocortinas fazem parte de uma familia de peptideos que incluem os
hormdnios adrenocorticotrépicos e 0 MSH. Esse ultimo possui efeito na homeostase

energética e na ingestdo alimentar, em oposicdo ao NPY e a AgRP (LEITE,
BRANDAO-NETO, 2009).
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O hormédnio a-melandcito estimulante (a-MSH) é um produto de clivagem pés-
translacional do gene pro-6piomelanocortina (POMC) e & expresso no hipotalamo
anterior, DMH, PVN, nucleo arqueado e no NTS( nucleo do trato solitario) do tronco
cerebral. O a-MSH apresenta efeito anorexigeno quando injetado no PVN, DMH, e
ndcleo arqueado, bem como para o quarto ventriculo. Existem dois tipos de
receptores de a-MSH no cérebro: MC3R e MC4R. Dentro do cérebro o MC4R é mais
amplamente expresso no hipotalamo (notavelmente no PVN, nucleo arqueado e
DMH), amigdala, talamo, cértex, hipocampo e do tronco cerebral (notavelmente no
ndcleo dorso motor do vago, NTS e nucleo parabraquial). O MC3R apresenta uma
expressdo mais limitada, mas é encontrado no hipotalamo, particularmente no
nacleo arqueado e DMH, no talamo, area tegmental ventral (VTA), nacleo da rafe e
hipocampo. Embora as evidéncias sugiram que tanto o MC3R e MC4R possam estar
envolvidos na regulacdo do apetite, o MC4R é geralmente considerado mais
importante no presente contexto (PARKER, BLOOM, 2012, 2012).

POMC

A pro-6piomelanocortina (POMC) é o precussor do MSH. Essa, mediante
clivagens gera ndo apenas o MSH, mas também, anteriormente, o hormonio
adrenocorticotrofico e a B-endorfina. A POMC é expressa em varios locais do
organismo, como a hipofise, pele, sistema imunologico e sistema nervoso central
(nucleo arqueado do hipotalamo e nucleo do trato solitario do tronco cerebral). Neste
altimo, a POMC é sintetizada por neurbnios adjacentes aqueles que produzem o
NPY no nucleo arqueado (RODRIGUES et al., 2003).

Os peptideos derivados da POMC agem atraves da ligacdo com receptores
de melanocortina (MC1R a MC5R), os quais pertencem ao grupo dos receptores
ligados a proteina G, com 7 alcas trans-membrana, que estimulam a adenilato-
ciclase (RODRIGUES et al., 2003). Os receptores de melanocortina também estao
presentes na regulacdo da ingestdo alimentar, pois os peptideos derivados da
POMC ligam-se a esses receptores que estdo amplamente distribuidos em tecidos
periféricos e no sistema nervoso central. O receptor 1 de melanocortina (MC1R) é
expresso principalmente na pele e em células mediadoras da inflamacéo, a exemplo

dos mondcitos e neutrdfilos, enquanto o MC2R € expresso no coOrtex das adrenais,
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sendo o ACTH (Hormdnio adrenocorticotropico) o seu ligante. Os receptores
envolvidos na homeostase energética sdo o MC3 (modula o gasto energético),
expressos no nucleo arqueado, e o MC4 (modula a ingestdo alimentar), expressos
no nucleo paraventricular. A ativacédo destes dois receptores acoplados a proteina G
é antagonizada pelo AgRP. O receptor MC3 € expresso principalmente no sistema
nervoso central, mas também na placenta, intestino, timo e adipécitos. O MC3 via
MSH é importante para o aumento do gasto energético e lipdlise. Assim sendo, uma
mutacdo ou inativacdo do gene da POMC prejudica essa via catabdlica, e leva a
diminuicdo da saciedade, aumento do apetite, aumento da ingestdo alimentar e
possivelmente obesidade. O MC4 é densamente encontrado no hipotdlamo e a
ativacado desse receptor pelo MSH reduz a ingestao alimentar (BIEBERMANN et al.,
2012; RODRIGUES et al., 2003).

Em ratos, um aumento de peso corporal superior a 5% induzida por
superalimentacado involuntaria é seguido por um aumento significativo na expressao
POMC e por anorexia. Este padrdo é invertido pela administracédo
intracerebroventricular de um antagonista do receptor de melanocortina (VALASSI et
al., 2008).

O jejum associado a perda de peso reduz a expressdo da POMC e 0s niveis
séricos de leptina. Nesse caso, a sinalizacdo da hipoleptinemia ocasiona a sintese
dos orexigenos NPY e AgRP que sao antagonistas e por isso reduzem a sintese de
POMC e consequentemente de MSH. Em consonancia, a administracao local de
leptina reverte esse quadro por meio da estimulacdo da melanocortina. Portanto, a
capacidade dos niveis séricos de leptina sinalizar a producdo de NPY\AgRP e a
inibicdo de POMC\MSH, ou vice-versa, a faz desempenhar um importante papel na
regulacdo a longo prazo da ingestdo alimentar na via hipotalamica (LEITE,
BRANDAO-NETO, 2009).

CART
O neuropeptidio CART, pertencente a via anorexigena, é expresso no nucleo

arqueado do hipotdlamo, nas mesmas células que expressam a POMC
(RODRIGUES et al.,, 2003). O CART também é expresso no PVN, SON, HL
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(hipotdlamo lateral), VMH e DMH. Este é estimulado pelos neuropeptidios
POMC/MSH e inibidos pelos NPY/AgRP (LEITE, BRANDAO-NETO, 2009). Cerca de
90% dos neurdnios CART sao co-localizado com os neurénios POMC no ARC
(nucleo arqgueado) e projetam-se para os neurbnios de segunda ordem mediando o
efeito anorexigeno da leptina (VALASSI et al., 2008).

O CART, administrado via intracerebroventricular, apresenta efeito
anorexigeno. Quando administrado nos ventriculos laterais induz c-fos no PVN e
DMH, e em niveis mais baixos no SON e nucleo arqueado. O c-fos também é
observado em regies fora do hipotdlamo, tais como a amigdala, parabraquial e NTS
(PARKER, BLOOM, 2012).

2.3.2 Fatores gastrintestinais

Os sinais de saciedade sao gerados no trato gastrointestinal (Gl) durante uma
refeicdo para regular a ingestao alimentar induzindo a uma sensacao de plenitude.
Depois de entrar no lumen gastrointestinal, nutrientes provocam a secrecdo de
varios peptideos que, para além de outras a¢des, ativam as vias vagais aferentes e
simpéticas para o nucleo do trato solitario (NTS) no tronco cerebral caudal, no qual
fornecem informacdes sobre a quimica e as propriedades mecéanicas dos nutrientes.
O NTS expressa tanto receptores POMC como leptina, sugerindo que essa area do
cérebro, assim como nucleo arqueado, é capaz de integrar saciedade periférica e
sinais de adiposidade com informac¢des hipotalamicas e supra-hipotalamicas. Estes
mesmos peptideos também alcancam a regido posterior do cérebro através da

corrente sanguinea e interagem com os receptores locais (VALASSI et al., 2008).

Aléem dos sinais neuronais provenientes do nucleo arqueado, o nucleo
hipotalamico paraventricular recebe também sinais de outros peptidios relacionados
a regulacdo do apetite, os quais atuam em receptores dos nervos autbnomos, e
principalmente do nervo vago. Esses peptidios abrangem os fatores gastrintestinais,
0S quais também interferem na regulacdo da ingestdo alimentar. Nesta classe,
destacam-se: a grelina, colecistocinina (CCK), peptidio YY (PYY), polipeptidio
pancreatico (PP), amilina, incretinas (GLP-1 e GIP), oxintomodulina (OXM) e

orexinas. A figura 7 aponta suas principais funcées (DORNELLES, 2010).
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Figura 4. Neuropeptidios gastrointestinais relacionados a regulagdo energética (DORNELLES, 2010).

Ghrelina

A ghrelina é um peptidio, composto por 28 aminoacidos, produzido
principalmente nas células enddcrinas do estdbmago, duodeno e em menor
propor¢cdo no SNC, hipofise, rins, placenta e coragdo. Este é considerado um dos
mais importantes sinalizadores para o inicio da ingestdo alimentar. Sua
concentracdo mantém-se alta nos periodos de jejum e em periodos que antecedem
as refeicbes, caindo imediatamente apds a alimentacdo, sugerindo um controle
neural (GILBBERT, BRITO, 2011; RODRIGUES et al., 2003).

Em relacdo a suas funcgdes, a grelina € um hormdnio peptidico que atua na
liberacdo do GH e como modulador da homeostase energética na regulacdo da
ingestdo alimentar. Quanto a ingestdo alimentar, ela atua como um “iniciador de
refeicdo”, quando seus niveis se elevam uma a duas horas antes de uma refeicéo e
reduzindo logo apés. Ela estimula o apetite através da ativacdo dos neurdnios
NPY/AgRP no nucleo arqueado do hipotalamo e sua producéo excessiva pode levar

a obesidade (RODRIGUES et al., 2003). Além disso, é capaz de proporcionar o
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aumento do apetite, estimula as secre¢bes digestivas e a motilidade gastrica e
aumentar a secrecdo do horménio do crescimento (GH) nas células do hipotalamo e
somatotroéficas da hipdéfise, sendo o ligante endégeno para o receptor secretagogo
de GH (GHS-R). Esses neurdnios produtores de grelina no nucleo arqueado
também aumentam a taxa de acido gama-aminobutirico (GABA) que pode modular
uma pos-sinapse para liberar pro-opiomelanocortina (POMC). No nucleo
paraventricular (PVN), a grelina apdés estimular a liberacdo de NPY suprime a
liberacdo de GABA, resultando na estimulacdo da liberagdo dos neurbnios que
expressam o hormonio liberador da corticotropina (CRH), levando a liberacdo de
hormdénio adrenocorticotréfico (ACTH). Apdés a ingestdo alimentar, tanto a
hiperglicemia pés-prandial como a hiperinsulinemia suprimem a producédo de grelina,
exercendo um feedback negativo. (GILBBERT, BRITO, 2011; WILASCO, 2010). A
figura 8 apresenta sua principais fungdes.
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Figura 5. Funcdes fisiolégicas da grelina (DORNELLES, 2010).

Colecistocinina (CCK)

A CCK, um horménio conhecido por estimular as secre¢des pancreatica e
biliar, assim como a contracdo vesicular, também esta evolvido no controle da
ingestdo alimentar a curto prazo. A CCK é secretada pelas células do duodeno e do
ileo quando os nutrientes entram na luz e se ligam a receptores especificos (CCK-
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1R), localizados em terminais sensoriais vagais e entregam para o NTS uma
sensacao de saciedade e finalizacdo da refeicdo. Acredita-se que a distenséo
gastrica apos uma refeicdo estimule o nervo vago e 0s nervos espinhais e
promovendo a liberacdo de CCK (CONN, 2003).

Sua acdo anorexigena € baseada em seus receptores presentes no
hipotalamo que desencadeiam uma cascata de sinais e reac¢des, levando a inibicao
dos neuropeptidios orexigenos (NPY e AgRP). A intensidade da resposta depende
do contetdo e densidade calorica dos alimentos, do estado nutricional, e dos niveis
plasmaticos de glicose. Sob algumas condi¢des experimentais a CCK exdgena elicia
saciedade e reduz o tamanho da refeicdo em diferentes espécies. Com efeito, a
infusdo intravenosa de doses fisiologicas de CCK-33 reduziu significativamente o
tamanho de uma refeicdo, bem como o grau de fome pdés-prandial em seres
humanos (LEITE, BRANDAO-NETO, 2009; VALASSI et al., 2008).

Peptidio YY (PYY) e Peptidio Pancreatico (PP)

O PYY é um agonista do receptor Y2R que é liberado no trato gastrointestinal
no periodo pés-prandial. Este peptideo € expresso pelas células da mucosa
intestinal, sugerindo uma regulacdo neural, jA& que seus niveis plasmaticos
aumentam quase que imediatamente ap6s a ingestdo alimentar. Ele apresenta
grande importancia para o término da refeicéo, pois atua na inibicéo da atividade dos
neurénios NPY/AgRP e estimula as células POMC/CART no nudcleo arqueado no
hipotalamo. A maior parte dos dados publicados indica que a infusdo periférica de
PYY3 e 36 reduz a ingestdo de alimentos e prolonga intervalos entre refeicbes em
diversos modelos animais. Recentemente, uma deficiéncia PYY3 e 36 tem sido
demonstrada em quadros de obesidade. Outros estudos tém apontado que o efeito
anorexigeno do PYY seja principalmente mediado pelo sistema da melanocortina,
mediante acdo de seus receptores Y2 diretamente sobre os neurbnios do NPY
inibindo seus efeitos orexigenos (HALPERN, et al., 2004; RODRIGUES et al., 2003;
VALASSI et al., 2008).

O PP, da mesma familia do PYY, é produzido principalmente no pancreas,

mas também pode ser encontrado no célon e reto. Igualmente ao PYY, o principal
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estimulo para liberacdo do PP é a ingestdo alimentar. Porém, outros estimulos
influenciam positivamente sua liberacdo, como distensdo géstrica, tdnus vagal,
exercicio, hipoglicemia e o0s niveis circulantes de grelina. Ele possui efeito
anorexigeno a curto e a longo prazo. Aumenta, portanto, a saciedade e reduz a
ingestéo alimentar, possivelmente por influenciar na diminuigdo dos niveis séricos de
leptina. Ele também atua retardando o esvaziamento géstrico e a producdo de
grelina, importante para seu efeito sacietégeno (LEITE, BRANDAO-NETO, 2009).

Amilina

Amilina € um horménio pancreatico produzido nas células beta e desempenha
um papel importante no controle de fluxos de nutrientes mediando uma reducéo da
ingestdo de alimentos, retardando o esvaziamento gastrico, e reduz a secrecdo de
glucagon pés-prandial. Estudos recentes fornecem evidéncia de que a amilina,
especialmente quando combinada com outros horménios anorexigenas (por
exemplo, o péptido YY e leptina) apresenta efeitos benéficos a longo prazo sobre o
peso corporal (LUTZ, 2009).

Incretinas (GLP-1 e GIP) e oxintomodulina (OXM)

As incretinas, assim como o peptidio glucagon like (GLP-1) e o peptidio
inibidor gastrico (GIP), sdo peptidios intestinais secretados em resposta a ingestao
de nutrientes (glicose e lipidios) e a liberagdo de CCK. As incretinas possuem a
capacidade de estimular a secrecdo de insulina na presenca de hiperglicemia. O
GLP-1 esta envolvido na sensibilidade a glicose, redugédo da secrecdo de glucagon,
no retardamento do esvaziamento gastrico e consequentemente na ingestao
alimentar. Tanto o GLP-1 como a OXM séo produtos do gene do pré-proglucagon, o
qual é expresso no sistema nervoso central, no intestino e pancreas. Ambos séo
rapidamente liberados apds a ingestdo alimentar, proporcionalmente a quantidade
de calorias consumidas. Também atuam como sinais de saciedade (efeitos
anorexigenos) afetando a ingestdo alimentar a curto prazo e, possivelmente,
influencia o peso corporal a longo prazo (LEITE, BRANDAO-NETO, 2009).
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A OXM foi identificada como um supressor da ingestao alimentar a curto
prazo. Este peptideo é secretado na porcdo distal do intestino e parece agir
diretamente nos centros hipotalamicos para reduzir o apetite, a ingestao calorica e
0S niveis séricos de grelina. Também exerce efeitos periféricos sobre o retardo do
esvaziamento gastrico, e no pancreas endoécrino, suprime a secrecdo de glucagon e
de insulina, semelhantemente ao GLP-1 (HALPERN, et al., 2004).

Orexinas

A orexina (hipocretina) € um neuropeptidio produzido a partir de um precussor
comum, a prepro-orexina € é subdividido em dois tipos: orexina A e B (ORXA e
ORXB). As orexinas sao expressas exclusivamente nos neurbnios da area lateral do
hipotalamo que recebem as informagdes relativas ao estado interno de estado de
energia relativa das areas hipotalamicas e extra-hipotalamica via direta ou indireta
das conexdes neurais. Os neurbnios de orexina projetam-se ao longo do nucleo do
tronco do hipotalamo, talamo, na regido anterior do cérebro e da medula espinal.
Quanto as suas fungdes, parecem ter papel essencial no inicio de uma refeicao,
induzindo a mastigagéo, o peristaltismo e as secre¢des gastricas e intestinais. Sua
producdo € tdo logo inibida quanto o surgimento de sinais que geram saciedade
como CCK, PYY, OXM, PP, amilina, além dos sinais pos-prandiais como
hiperglicemia, hiperleptinemia e hiperinsulinemia. (RODRIGUES et al.,, 2003;
PARKER, BLOOM, 2012)

2.3.3 Insulina

A insulina desempenha um importante papel no controle do peso corporal e
apresenta a funcéo de sinalizador de adiposidade, circula em niveis proporcionais a
massa adiposa e atua em receptores hipotalamicos, em areas envolvidas no
controle da ingestdo alimentar interagindo com neurotransmissores € na
manutencdo da homeostase energética, visto que coordena a utilizacdo e a
deposicao de acidos graxos no musculo, figado e tecido adiposo (LURAS, 2009).

A insulina é produzida pelas células beta das ilhotas de Langerhans do

pancreas em resposta aos niveis plasmaticos dos nutrientes, especialmente a



19

glicose e a sua concentracdo sérica também é proporcional & adiposidade. A
insulina liga-se a receptores de afinidade especifica com a membrana celular da
maioria dos tecidos, como musculo, figado e tecido adiposo, promovendo uma série
de reacdes em cadeia que interagem no controle hipotalamico provocando uma
série de acdes biologicas. No musculo, promove a captacdo de glicose a partir dos
estoques de glicogénio. No figado, inibe a producéo e liberacdo de glicose, bem
como promove o estoque de glicogénio. No tecido adiposo, a captacao de glicose é
estimulada e a liberacdo de acidos graxos livres € inibida, afetando diretamente o
metabolismo de lipideos, reduzindo a oxidacdo de gorduras, por inibir a acdo da
lipase hormoénio-sensivel, estimulando o depdsito de gorduras por ativacao da lipase
lipoprotéica (DORNELLES, 2010; WILASCO, 2010).

Com seu efeito anabdlico, a insulina aumenta a captacdo de glicose, e a
queda da glicemia € um estimulo para o aumento do apetite. Esta também atua
como horménio modulador da acéo da leptina. Por outro lado, estudos experimentais
demonstram que a insulina tem uma funcdo essencial no sistema nervoso central
para incitar a saciedade, aumentar o gasto energético e regular a acdo da leptina. A
insulina ainda interfere na secrecédo de entero-horménios como glucagon like (GLP
1), que atua inibindo o esvaziamento gastrico e, assim, promovendo uma sensacao
de saciedade prolongada (HALPERN et al., 2004; WILASCO, 2010).

2.3.4 Fatores adipocitarios (Leptina)

A leptina € uma proteina composta por 167 aminoacidos e possui uma
estrutura semelhante as citocinas, do tipo interleucina 2, sendo produzida pela
glandula mamaria, musculo esquelético, epitélio gastrico, trofoblasto placentario e,
principalmente, pelo tecido adiposo (ROMERO; ZANESCO, 2006). Os niveis de
leptina refletem o estado nutricional e sdo equiparados com a quantidade de tecido
adiposo, apresentando reducdo de seus niveis assim que o jejum se instala. Esse
horménio atua nos receptores expressos no hipotalamo para promover a sensagao
de saciedade e regular o balanco energético, estando sua liberacdo associada com
a promocao da saciedade. Sua agcao promove aumento da expressao dos
neuropeptideos anorexigenos bem como inibicdo da formacdo dos neuropeptideos

orexigenos, como 0 neuropeptideo Y (GILBBERT, BRITO, 2011). A leptina inibe a
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ingestdo alimentar e estimula a termogénese, agindo em receptores de varias
regides hipotalamicas como nucleo arqueado (ARC), nucleo paraventricular (PVN),
hipotalamo lateral (LH), hipotalamo ventromedial (VMH) e dorsomedial (DMH).
Diversos trabalhos sugerem que a leptina atua no sistema nervoso central atraves
de mediadores como o0 neuropeptideo Y, o peptideo agouti (AgRP), o horménio
liberador de corticotropina (CRH), o horménio estimulante dos melanécitos (MSH), a
colecistocinina, entre outros. Entretanto, quando em altas concentracfes séricas, a
leptina ndo consegue atuar devido a resisténcia que acaba limitando seu efeito
anoréxico (GILBBERT, BRITO, 2011; HALPERN, et al., 2004; LURAS, 2009;
WILASCO, 2010).

Em condi¢des normais, a acado central da leptina e insulina reduz a expressao
de fatores orexigenos como o NPY e a proteina relacionada ao gene agouti (AgRP)
e estimula a liberagéo de fatores anorexigenos como o a-MSH. Este inibe a ingestéo
alimentar, através da ativacdo de receptores de melanocortina MC3 e MC4, sendo
este efeito antagonizado pela AgRP (LURAS, 2009). A figura 9 apresenta os fatores
periféricos da insulina e leptina no controle do balango energético.
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Figura 6. Fatores periféricos da insulina e leptina no controle do balanco energético (LURAS, 2009).
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2.3.5 Antagonismo dos neuromoduladores do apetite

No hipotalamo, o ARC € a regido do sistema nervoso responsavel por enviar
0S neuropeptidios com acdes anorexigenas e orexigenas que atuam no controle da
fome e do apetite. Os mecanismos de atuacdo dos neuromoduladores no
anabolismo e catabolismo s&o antagbnicos, interagem entre si € com sinais
periféricos na regulacdo do apetite e do gasto energético. Quando os niveis de
leptina estéo altos, as moléculas circulantes, liberadas na corrente sanguinea pelos
adipdcitos, ativam os receptores de leptina em neurénios do nucleo arqueado do
hipotdlamo. Como resultado desse aumento no sangue, tem-se um aumento da
liberacdo de a-MSH através de POMC e de CART nos neurbnios do nuacleo
arqueado e inibindo o NPY e o AgRP que leva a um efeito anorexigeno. Em
contrapartida, quando ha uma queda nos niveis sanguineos de leptina, a grelina
produzida no estdmago estimula o sistema nervoso via nervo vago aumentando a
expressao génica dos neuropeptidios orexigenos NPY (neuropeptidio Y) e o AgRP e
suprimindo o POMC e o CRH os quais levam a uma acao orexigena. O AgRP e a-
MSH tém efeitos antagdnicos. Ambos ligam-se ao receptor MC4. Enquanto que o
MSH é o agonista desse receptor, 0 AGRP é o antagonista natural, que bloqueia a
estimulagao por a-MSH. A ativacao de receptores MC4 em neur6nios do hipotalamo
lateral inibe a ingestdo de alimentos, ja o blogueio desses receptores tem efeito
contrario. O sistema NPY/AgRP ndo somente antagoniza células anorexigénicas
com melanocortina em seus sitios alvos, nos quais os receptores MC4 estao
localizados, como também inibe essas células. Ou seja, um modelo onde os
peptideos gastrointestinais, a leptina e a insulina exercem efeitos regulatorios sobre
o hipotalamo; de um lado originando-se dos neuropeptidios NPY/AgRP e, de outro
lado, dos POMC e CART, ambos mediados pela atividade da quinase ativada por
monofosfato de adenosina (AMPK) (DORNELLES, 2010; JAEGER, 2005). A figura

10 ilustra o antagonismo dos neuromoduladores do apetite.
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Figura 7. Antagonismo dos neuromoduladores do apetite (LEITE, BRANDAO-NETO, 2009).

2.4 Ciclo estral

O organismo feminino maduro € tipicamente ciclico, sendo este mecanismo

controlado por niveis precisos dos horménios esteroides sexuais estrégeno (E2) e
progesterona (P4), produzidos pelos ovarios (SALGADO, 2009).

As variagfes ocorridas nos diferentes 6rgdos advém das oscila¢des que tém

inicio no hipotalamo. A partir da producdo do LHRH, no hipotalamo, a hipdfise é

estimulada a produzir os horménios luteinizantes (LH) e foliculo estimulante (FSH)

gue acionam o ovario a produzir o estradiol e a progesterona, que levam o Utero a

sofrer altera¢des endometriais de maneira ciclica (UZUELLI, 2006).

O ciclo reprodutivo dos mamiferos ndo primatas é conhecido como ciclo estral

e, no caso de ratas, apresenta duracéo de 4 a 5 dias. Nestes animais poliéstricos, 0

ciclo estral, do mesmo modo que o ciclo menstrual de mulheres, € marcado por

mudancas na estrutura dos 6rgdo genitais e dos tecidos uterinos. Neste ciclo,

entretanto, sao reconhecidas quatro fases com caracteristicas morfologicas distintas,

as quais podem ser identificadas pelas caracteristicas do esfregaco vaginal e
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morfolégicas do Utero. As fases do ciclo estral, detalhadas a seguir pelos referidos
autores e ilustradas na figura 11, sdo denominadas proestro, estro, metaestro e
diestro, tendo cada fase uma durac@o média de 24 horas (JUNIOR, MORATO, 2002;
SALGADO, 2009; UZUELLI, 2006).

Proestro

O proestro é uma fase preparatéria ou construtiva, caracterizada por um
consideravel aumento em nimero de capilares sanguineos do endométrio. Esta fase
corresponde ao pico de acao do estradiol, com células da vagina apresentando-se
grandes, nucleadas e ausentes de leucécitos. No esfregaco vaginal sdo observadas
células epiteliais basais e intermediarias. O nucleo destas, por vezes, apresenta-se
condensado. Na tarde do proestro ocorre o pico de LH, por volta das 17 horas,
sendo acompanhado em horarios muito préximos pelo primeiro pico de FSH e pelo

pico de prolactina.

Estro

Assim como no proestro, o estro é um periodo anabdlico, sendo esta a fase
em que as fémeas encontram-se receptivas ao macho. Corresponde a ovulacéo e
nesta fase a progesterona encontra-se em seu nivel maximo. As células encontram-
se anucleadas, isoladas ou em grumos, cornificadas ou queratinizadas e com

intensa descamacao.

Metaestro

O metaestro € considerado um periodo catabdlico. No Utero sdo observadas
muitas células epiteliais glandulares e luminais em mitose, além de uma intensa
migracdo de leucdcitos polimorfonucleares através do epitélio luminal. Nesta fase
sado observadas células anucleadas cornificadas, além de algumas células epiteliais

nucleadas e leucécitos. Esta fase pode ser dividida em metaestro | e .
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Diestro

O diestro é considerado um periodo quiescente durante o qual ocorre a
regeneracao do Utero através da proliferacao e diferenciacao dos fibroblastos do
estroma endometrial. Corresponde a acao inicial do estradiol sobre o organismo,
com o0s niveis de estradiol correspondente a metade da taxa maxima, nao
apresentando células descamadas. O esfregaco € caracterizado neste estagio

essencialmente pela presenca de muco e de leucdcitos polimorfonucleares.

Diestro

Figura 8. Fases do ciclo estral (Dr. Raphael Escorsim Szawka)
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Figura 9. Curva de variagdo normal durante o ciclo estral (ANTUNES-RODRIGUES, 2005).

A curva de variacdo hormonal horaria no sangue de ratas durante as fases do
ciclo estral estdo representadas no grafico da figura 12 demonstrando as variacdes

de prolactina, progesterona, estradiol, LH e FSH. (UZUELLI, 2006).

2.5 Controle ocitocinérgico da ingestao alimentar

Estudos em animais demonstram que 0s neurotransmissores cerebrais e 0s
sistemas de neuropeptideos desempenham um importante papel na manutencéo da
ingestdo de alimentos e no balanco energético. Entre estes, a ocitocina, um
horménio neuro-hipofisario, € um neuropeptideo abundante relacionado com a
modulacdo de diversos efeitos centrais e periféricos, incluindo o comportamento

alimentar e a osmorregulacao (VERTY et al, 2004).
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A ocitocina (OT), classicamente conhecida por suas acdes na contracao
uterina durante o parto e ejecdo de leite no periodo de lactacdo, é sintetizada por
neurénios magnocelulares e parvocelulares do nucleo paraventricular (PVN) e do
nacleo supradptico (SON) do hipotalamo. Como neuro-horménio, a OT é liberada na
neuro-hipofise por proje¢bes oriundas do circuito magnocelular. Como neuro-
transmissor, a OT pode ser liberada na fenda sinaptica de neurénios parvocelulares
do PVN que projetam seus ax6nios para muitas areas no cérebro, principalmente
para o tronco encefalico e medula espinal. Essas projecdes modulam a
responsividade de neurdnios do nucleo arqueado as acdes da leptina (BLEVINS et
al., 2003; BLEVINS et al., 2004) e do nacleo do trato solitario as acBes da
colecistokinina (BARBERIS, TRIBOLLET, 1996; VRIES, BUIJS, 1983).

Entretanto algumas regides (amigdala e bulbo olfatério) ricas em receptores
para OT ndo sdo densamente inervadas por fibras ocitocinérgicas (LENG, LUDWIG,
2006). Por isso, € possivel gue o aporte de OT oferecido para algumas regides seja
predominantemente oriundo da liberacdo dendritica de neurdnios magnocelulares.
Especula-se que a quantidade de OT liberada pelos dendritos possa difundir-se pelo
intersticio neuronal até ndcleos distantes do local de liberagcdo (DOUGLAS et al.,
2007), pois os neurbnios magnocelulares do SON, por exemplo, apresentam uma
concentracdo de OT no intersticio cerebral de cem a mil vezes maior que no plasma
sanguineo (LENG, LUDWIG, 2006). Além disso, a OT liberada dos dendritos pode
persistir por até vinte minutos no intersticio cerebral (SABATIER et al.,, 2003;
SABATIER, 2006; CAQUINEAU et al., 2006). Os neurdnios ocitocinérgicos liberam
grandes quantidades de ocitocina dos seus dendritos e corpos celulares dentro do
SON e PVN, sendo que esta liberacdo dendritica pode ser regulada
independentemente da secrecdo de axonal e ocorre em resposta a agcao da propria
OT ou a ativacdo de receptores para o hormoénio alpha-melandcito estimulante
(alpha-MSH), um potente anorexigeno cujos proeminentes alvos sdo 0s neurdnios
ocitocinérgicos. Os dendritos dos neurbnios magnocelulares sdo o0s principais
fornecedores de ocitocina no cérebro, e podem ser a principal fonte reguladora da
ocitocina no comportamento (DOUGLAS et al., 2007, SABATIER et al., 2007, LENG
et al., 2008).
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Um alvo provavel de ocitocina para a regulacdo desses comportamentos é o
nacleo ventromedial do hipotalamo (VMH). O VMH € um importante centro inibidor
de apetite, um mediador de comportamentos sexuais femininos e de receptores do
RNAmM de ocitocina, sendo uma regido onde ha diversos sitios de ligacdo de

ocitocina densamente expressos (SABATIER, et al, 2007).

Dessa forma, a liberacdo de OT pode ser controlada por dois circuitos
diferentes: um parvocelular acionado por disparo de potencial de acdo para controlar
a liberacdo de OT em fendas sinapticas e outro magnocelular acionado pela
ativacdo de receptores para alpha-MSH que recrutam segundo mensageiro para
controlar a liberacdo de OT, como neuro-hormonio, dos dendritos para o intersticio
cerebral. Ambos o0s neurbnios, magno e parvocelular, expressam a proteina Fos em
resposta tanto aos estimulos que induzem a ingestao de sddio (ANG Il) (ROESCH et
al., 2001) como aos estimulos que induzem a ingestédo de alimentos (CCK) (OLSON
et al., 1992).

Quando liberada no cérebro a ocitocina atua em seus receptores especificos
(OTRs). O OTR € um receptor acoplado a Proteina-G da proteina a qual se liga a
ocitocina com afinidade nanomolar, sendo expressa ndo apenas em locais
periféricos, como o Utero durante a gravidez e o mioepitélio mamario em lactacéo,
mas também em muitos locais no SNC, como o tronco cerebral (Nucleo do trato
solitario e ventrolateral), nas regides limbicas (amigdala e septo) e no hipotalamo,
onde eles sdo mais densamente expressos no SON, PVN e VMH (DOUGLAS et al,
2007, LENG et al, 2008, KING, 2006; MCCLELLAN et al., 2006).

Centralmente liberada, a ocitocina apds ligar-se aos seus respectivos
receptores acoplados a proteina-G, modulam comportamentos sexuais, sociais e
ingestivos. Além disso, a ocitocina microinjetada centralmente reduz o tempo de
ingestao de alimentos e aumenta significativamente a laténcia para comer, em ratos
privados de alimentos. Ela também desempenha um papel importante na mediacao
da osmolalidade e hiperosmolalidade, estimula a administracdo da liberacdo de
ocitocina e quando administrada centralmente reduz o apetite por sal em ratos sem

afetar os mecanismos sensores de sédio. A administracdo de ocitocina reduz o
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consumo de agua ao se ligar a receptores de ocitocina no hipotalamo,
particularmente no nucleo paraventricular do hipotdlamo (PVN) (VERTY et al., 2004).

Diversos estudos experimentais evidenciam que a ocitocina modula o
comportamento alimentar em roedores. Estes estudos apontam que microinjecoes
intracerebroventriculares (icv) de OT, bem como pequenas doses de seu agonista,
em ratos jejuados inibem a ingestdo de alimentos e de liquidos, como também
modulam a ingestdo de sal durante a desidratacdo, hipovolemia e / ou
hipernatremia, comprovando seu efeito na regulacdo do apetite. Entretanto, essa
inibicdo é revertida pela prévia microinjecao de seu antagonista (ornitina vasotocina)
(RENAUD et al., 1987; OLSON et al., 1991, SINCLAIR, et al, 2010). Como a infuséo
intravenosa de OT nao altera o apetite ao sodio (STRICKER, VERBALIS, 1987) nem
a ingestdo alimentar (VERBALIS et al., 1986), possivelmente, apenas a OT
centralmente liberada atue nos circuitos neurais que regulam o apetite ao sodio e a

ingestao alimentar.

Dentre os marcadores que expressam atividade neuronal destaca-se o c-Fos.
A expressdo da proteina c-Fos € avaliada imunocitoquimicamente em células
cerebrais como um marcador de ativagcdo neuronal relacionada com tratamentos
farmacoldgicos e fisioldgicos que sdo conhecidos para alterar a ingestdo de
alimentos e a motilidade gastrica em ratos. A expressao de c-Fos em resposta a
cada tratamento foi analisada no complexo dorsal do tronco cerebral vagal, no
sistema limbico, e pelo hipotalamo, representando as areas que poderiam estar
envolvidas na coordenacdo das respostas autondmicas, comportamentais e
neuroendocrinas que ocorrem durante as condi¢cdes de estimulacdo ou inibicdo da
ingestdo de alimentos. Em contraste, a inibicéo fisioldégica da ingestdo de alimentos
resultante da ingestdo espontanea de alimentos néo causa ativagcao significativa de
c-Fos nestas regides do cérebro anterior, nem tratamentos que estimularam a
ingestao de alimentos (HOFFMAN, G.E.; SMITH, M.S.; VERBALIS, 1993; OLSON et
al., 1993).

Apesar das evidéncias no papel de ocitocina na mediagdo e ingestdo de
alimentos e liquido, os mecanismos pelos quais este neuropeptideo afeta o

comportamento ingestivo ainda ndo é completamente compreendido.
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2.6 Modulacdo ocitocinérgica e de esteroides gonadais na ingestao
alimentar

Recentes estudos tém investigado o papel dos esterdides ovarianos na
modulacdo do circuito ocitocinérgico, mostrando a variacdo da liberacdo de OT no
PVN, SON, neuro-hipofise, sangue porta-hipofisario e plasma durante o ciclo estral
de ratas, acompanhada do aumento da atividade ocitocinérgica durante o proestro
(GREER et al., 1986; CROWLEY et al., 1978; SARKAR, GIBBS, 1984; WINDLE,
FORSLING, 1993).

Além dessas variacdes da sintese de OT no ciclo estral, a expressao de seu
RNAmM em neurbénios magnocelulares do PVN aumenta no inicio da puberdade,
diminui apds a castracao (MILLER et al., 1989) e varia também durante o ciclo estral
(VAN TOL et al., 1988), sugerindo uma possivel acdo do estrogeno na sua
expressdo. De fato, varios trabalhos indicam uma provavel modulacdo dos
esterdides gonadais sobre a secrecdo de OT. A administracdo de estrogeno
estimula a liberacdo periférica de OT, aumenta a atividade elétrica e altera a
organizacao estrutural de corpos celulares e dendritos de neurdnios ocitocinérgicos
(AMICO et al., 1981; NEGORO et al., 1973; CALDWELL et al., 1988). Porém, apesar
da associacdo de estrégeno com progesterona potencializar a secre¢do de OT em
resposta a hipertonicidade, o aumento da secrecdo de OT na tarde de proestro
parece nao depender da acdo direta de estrbgeno e progesterona, mas
provavelmente de algum outro fator de origem ovariana (CALIGIONI, FRANCI,
2002). Assim, parece haver duas vias distintas para o controle da secrecao de OT,
uma em funcéo de altera¢cdes hormonais durante o ciclo estral e outra em funcéo de
alteracbes da osmolalidade plasmética. Porém, ndo se pode descartar alguma
possivel interacdo dessas duas vias (CALIGIONI, FRANCI, 2002). Os provaveis
mecanismos ou vias pelos quais os esteréides gonadais modulam o0s neurdnios

ocitocinérgicos ndo sao conhecidos.

Desta forma, tendo em vista as evidéncias acerca das acdes da OT na
ingestao alimentar e a possivel modulagédo gonadal dos circuitos neurais envolvidos

no controle ingestivo, o presente trabalho tem o objetivo de investigar a participacéo
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dos esterdides gonadais sobre a modulagéo ocitocinérgica da ingestédo alimentar em
diferentes fases do ciclo estral.
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3. OBJETIVOS

3.10bjetivo Geral

Investigar a participacéo dos esteréides gonadais na modulacéo ocitocinérgica

da ingestéo alimentar em diferentes fases do ciclo estral.

3.2 Objetivos Especificos

I) Verificar a influéncia do ciclo estral no comportamento ingestivo;

II) Caracterizar o efeito da microinjecdo de ocitocina no comportamento

alimentar;

[Il) Caracterizar o efeito de fases do ciclo estral na modulacdo ocitocinérgica da

ingestao alimentar,;

IV) Quantificar a intensidade de ativacao de areas encefalicas envolvidas com a

modulacdo ocitocinérgica da ingestdo alimentar.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais utilizados

Foram utilizadas ratas Wistar pesando cerca de 200 g provenientes do
Biotério Central do Campus de Sao Cristovao da Universidade Federal de Sergipe.
As ratas foram mantidas no Biotério do Departamento de Fisiologia da Universidade
Federal de Sergipe durante uma semana para ambientacdo mantendo-se ciclo claro-
escuro de 12/12 h (claro das 6:00 hs as 18:00 hs), a temperatura controlada de +/-
21°C e acesso livre a racdo balanceada e agua. Todos os procedimentos
experimentais aos quais 0s animais utilizados neste estudo foram submetidos foram
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais (CEPA) da Universidade

Federal de Sergipe, segundo o protocolo de nimero 33/2009 (ANEXO A).

4.2  Protocolo Experimental

421 Controle do ciclo Estral

O ciclo estral das ratas foi monitorado diariamente por um periodo de 15 dias
consecutivos as 08:00h utilizando a técnica do esfregago vaginal descrita por
Marcondes et al. (2002). Esta técnica consiste em retirar uma amostra da secrecao
vaginal, com auxilio de uma pipeta contendo solucédo salina, montada em lamina e
analisada em microscopia de luz. Apenas os animais que apresentaram pelo menos
trés ciclos regulares (trés estros) foram utilizados nos experimentos. As ratas que
apresentaram-se desrregulares, antes ou ap0s a cirurgia estereotaxica, foram

descartadas. A figura 13 demonstra o procedimento do esfregaco vaginal.

Figura 10. Esfregaco vaginal
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4.2.2 Implantacdo da Canula no ventriculo lateral hipotalamico

As ratas que apresentaram 3 ciclos estrais regulares (cerca de 60% das ratas)
foram submetidas a cirurgia para implantacdo de canula-guia para administracdo de
drogas icv. As ratas foram anestesiadas com uma inje¢ao intraperitoneal (1 mL / 100
g de peso corporal) de quetamina (80 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) diluidas em
salina isotbnica (NaCl 0,15 M) e posicionadas no aparelho estereotaxico para a
implantacdo de uma canula intracerebroventricular (icv) permanente no ventriculo
lateral. As seguintes coordenadas estereotaxicas foram utilizadas para a
implantagéo da canula: 0,07 mm posterior ao bregma, 0,18 mm latero-lateral e 0,3
mm dorso-ventral a partir da calota éssea. Apds as cirurgias, as ratas receberam
uma injecao intramuscular (0,1 mL) profilatica de antibiético (pentabidtico veterinario
contendo 24000 unidades de Peniciina e 10 mg de Estreptomicina e
Diidroestreptomicina - Wyeth), uma dose de analgésico (Banamine® injetavel pet - 1
mg/kg - Schering) e permaneceram isoladas em temperatura ambiente (25°C) até a
recuperacdo da anestesia e posteriormente foram levadas as suas respectivas
gaiolas no Biotério de manutencdo do Departamento de Fisiologia da Universidade
Federal de Sergipe. A figura 14 demonstra as etapas do procedimento da cirurgia

estereotaxica.
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Figurall. Etapas do procedimento cirdrgico da estereotaxia

4.2.3 Avaliacao daingestéo alimentar

Apés sete dias de recuperacdo da cirurgia de canulacdo, as ratas foram
acompanhadas por mais trés ciclos estrais, sendo que, apenas as ratas que
mantiveram-se regulares seguiram no estudo e foram submetidas a jejum por 24
horas. Apdés o periodo de jejum, as ratas que estavam nas fases metaestro e

proestro, respectivamente com menor e maior concentragdo de estrégeno,



35

receberam as 7 h da manha uma microinje¢éo (5 uL) de OT (5 Ul, 1 g/L - Novartis)
ou de PBS no ventriculo lateral. Imediatamente apos as infusdes, foi oferecido
acesso a racao balanceada e mensurada a quantidade de alimento consumido
durante 90 minutos por animal apds a reapresentacdo do alimento. A ingestao
alimentar em grama de ra¢do/100 g de massa corporea foi calculada por meio da
seguinte formula ilustrada na figura 15:

Figura 12. Calculo da ingestao alimentar

Sendo:

IG = Ingestéo alimentar

PA = Peso do animal (g)

PO = Peso inicial da ragéo (g)

P = Peso final da racéo (g)

Determinados o célculo da ingestdo alimentar por animal foi estabelecida a

média geral de consumo e a média entre 0s grupos experimentais e controle.

4.2.4 Perfuséo e Crioprotecdo do Cérebro

Passados o periodo de acesso a alimentacdo, as ratas foram anestesiadas
com uma injecéo intraperitoneal (1 mL / 100 g de peso corporal) de quetamina (80
mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) diluidas em salina isotbnica e submetidas a perfuséao
realizada por meio de infusdo intracardiaca (12,5 mL / minuto) de solugdo salina
isotdnica por 5 minutos seguida de formalina 10% por 40 minutos. Por seguinte,
foram retirados os cérebros, realizada a pdés-fixagdo por 2 horas em solucao de
formalina 10% e posteriormente crioprotegidos em solugcdo de sacarose 30%
tamponada até a completa precipitacédo do tecido (24 a 48 horas). A figura 16 mostra
o procedimento de perfuséo e fixacdo do cérebro.
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Figura 13. Procedimento de perfusao e fixacédo

4.2.5 Seccdes teciduais

Apoés a completa crioprotecéo dos cérebros, estes foram levados ao criostato
(Leica CM 1850, ilustrado na figura 17) a — 20°C para obten¢éo de quatro séries de
secgbes com 20 pm, as quais foram montadas em laminas previamente
gelatinizadas, e processadas atraves da técnica de imunomarcacao da proteina Fos,
enquanto as demais séries foram congeladas e armazenadas a -20°C. As secc¢des

da regido cerebral analisada continham os nucleos paraventricular e supraoptico.
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Figura 14. Criostato Leica CM 1850

4.2.6 Imunofluorescéncia

Todas as seccgbes cerebrais foram processadas a temperatura laboratorial
controlada (22°C).

As seccdes foram inicialmente lavadas (cinco vezes por cinco minutos cada
lavagem em constante agitacdo) em tampéao (pH 7,4) fosfato (100 mM) salina (0,15

M) (PBS) apds cada etapa de exposicao aos reagentes.

A exposicao aos reagentes iniciou com a glicina 0,01 M diluida em PBS por
dez minutos para reducéo da autofluorescéncia do tecido provocada pela exposi¢éo
ao formalina 40%. Novamente lavadas cinco vezes por cinco minutos cada com
PBS. Em seguida, as ligacdes para gamaglobulina foram bloqueadas com albumina
bovina (BSA) 1% em PBS por 30 minutos.

Apés a realizacdo dessas etapas para bloqueio de reacgfes inespecificas,
iniciou-se as incubac¢des com o anticorpo primario por 16 horas e secundario por

duas horas nas secc¢des cerebrais.
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Para imunolocalizacdo da proteina Fos, as seccdes cerebrais foram
incubadas com o anticorpo policlonal produzido em coelho, especifico contra a
proteina FOS diluido 1/1000 em PBS e BSA (SC 52, Santa Cruz Biotechnologies -
USA).

Em seguida, apds mais cinco lavagens com PBS por cinco minutos cada, 0s
cortes foram expostos ao segundo anticorpo ( anti-lgG de coelho produzido em

jumento e conjugado com Alexa Fluor 594) diluido 1/1000 em PBS por duas horas.

Apbs o término do processo imuno-histoquimico, as laminas passaram por
mais cinco lavagens com PBS por cinco minutos cada, em seguida passadas na
agua destilada para retirar o excesso de sal e finalmente montadas com

fluoromount-G (Eletron microscopy science - USA) para posterior analise.

4.2.7 Aquisicao das imagens

As seccoes cerebrais contendo neurdnios marcados positivamente para Fos
no PVN e SON, foram examinadas através de um microscopio de fluorescéncia com
camera digital (Axioskop 2 plus, Carl Zeiss, Germany, ilustrado na figura 18) e
fotografadas bilateralmente. As regides cerebrais foram identificadas e classificadas

de acordo com o Atlas Paxinos & Watson 1997.
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Figura 15. Microscoépio de fluorescéncia Axioskop 2 plus, Carl Zeiss, Germany

4.2.8 Analise das imagens

Os nucleos paraventricular e supraéptico foram identificados no hipotalamo de

acordo com a descrigao de Paxinus (por referéncia).

4.3 Delineamento experimental

Os animais foram divididos em dois grupos de acordo com a fase do ciclo
estral em metaestro ou proestro, respectivamente com menor e maior concentragao
de estrégeno. Cada grupo foi subdividido em dois subgrupos: Grupo controle,
microinjetado com salina (Metaestro — salina e Proestro — salina) e grupo
experimental, microinjetado com ocitocina (Metaestro — ocitocina e Proestro —
ocitocina). As figuras 19 e 20 apresentam respectivamente os grupos experimentais

e o delineamento experimental
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4.4 Analise Estatistica

Os resultados dos experimentos foram expressos com média + erro padrao
da média. Para analise da influéncia do ciclo estral no comportamento ingestivo e da
microinjecdo de ocitocina no comportamento ingestivo foi utilizado o teste t de
Student paramétrico. Para andlise do efeito de fases do ciclo estral na modulagdo
ocitocinérgica na ingestao alimentar nos grupos proestro e metaestro utilizou-se a
andlise de variancia ANOVA two-way, adotando um nivel de significancia de P<0,05.
Todos os dados foram analisados pelo programa computacional GraphPad Prism®
(GraphPad Software, Inc., USA).
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5 RESULTADOS

Observou-se que, dentre as 60 ratas da amostra, apenas 60% (n = 36)
apresentaram ciclo regular e foram submetidas a cirurgia de implantacado de canula
(icv). A partir deste momento, evidenciou-se que cerca de 12% (n = 5) das ratas que
foram submetidas a implantacdo da canula i.c.v. alteraram a regularidade do ciclo e
permaneceram em fase metaestro sendo descartadas do estudo. Assim sendo, o
total da amostra foi de 31 ratas que continuaram a ciclar normalmente apds a
cirurgia estereotaxica. A amostra total permaneceu em jejum por 24h para serem
submetidas ao procedimento experimental, sendo divididas em 16 ratas para a
microinjecdo de PBS (grupo controle - GC) e 15 ratas para a microinjecdo de OT

(grupo OT).

5.1 Influéncia do ciclo estral no comportamento ingestivo das ratas

Na figura 21, das 16 ratas submetidas a microinjecao de PBS, 8 em proestro
e 8 estavam em metaestro. Apos as 24 horas de jejum, as 8 ratas em proestro e as
8 ratas em metaestro apresentaram respectivamente ingestdo alimentar média de
2,45 + 0,28 g/100g e 2,17 + 0,26 g/100g de massa corpérea durante 90 minutos
apos a reapresentacao da ragdo, ndo apresentando diferenca significativa entre os

grupos.
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Figura 18. Ingestdo cumulativa de racdo (g/100g de massa corpérea) durante 90 min apos a
reapresentacdo da racéo em ratas privadas de alimento por 24h. As ratas foram microinjetadas (icv)
com PBS durante o metaestro (Grupo MET) ou durante o Proestro (Grupo PRO). (*) p<0,05. META
(n=8) e PRO (n=8). Para andlise dos resultados foram expressos média + erro padrdo da média e
submetidos ao teste t de student paramétrico.

5.2 Controle ocitocinérgico do comportamento ingestivo

Na figura 22, das 31 ratas submetidas a implantacdo de canula no ventriculo
lateral, 16 receberam microinjecdo (5 uL) de PBS e 15 receberam microinjecao (5
uL) de OT (5 Ul). Ap6s as 24 horas de jejum, as 16 ratas que receberam
microinjecdo (5 uL) de PBS e as 15 que receberam microinjecdo (5 uL) de OT
apresentaram respectivamente ingestao alimentar média de 2,31 + 0,19 g/100g e
1,42 + 0,16 g/100g de massa corporea durante 90 minutos ap0s a reapresentacao

da racédo, apresentando diferenca significativa entre os grupos.
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Figura 19. Ingestdo cumulativa de racdo (g/100g de massa corpérea) durante 90 min apés a
reapresentacdo da racéo em ratas privadas de alimento por 24h. As ratas foram microinjetadas (icv)
com PBS (SAL, n=16) ou ocitocina (OT, n=15) independente da fase do ciclo. (*) p<0,05. Para analise
dos resultados foram expressos média + erro padrdo da média e submetidos ao teste t de student
paramétrico.

5.3 Efeito de fases do ciclo estral na modulagdo ocitocinérgica da
ingestao alimentar

Para determinacdo da influéncia do ciclo estral no comportamento ingestivo
das ratas, a figura 23 demonstra que no GC (16 ratas), 8 estavam em metaestro e 8
em proestro. Apos o procedimento experimental, as 8 ratas em metaestro e as 8 em
proestro apresentaram respectivamente ingestdo alimentar média de 2,17 + 0,26
g/100g e 2,45 + 0,28 g/100g de massa corpOrea durante 90 minutos apds a

reapresentacdo da racao, ndo apresentando diferenca significativa entre os grupos.

No que diz respeito a modulacdo esteroidal do controle ocitocinérgico do
comportamento ingestivo, a figura 23 demonstra no grupo OT (15 ratas), 7 estavam
em metaestro e 8 em proestro. Apds o0 procedimento experimental, as 7 ratas em
metaestro e as 8 em proestro apresentaram respectivamente ingestdo alimentar
meédia de 1,21 + 0,15 g/100 g e 1,61 + 0,26 g/100 g de massa corporea durante 90
minutos apos a reapresentacdo da racdo, apresentando diferenca significativa entre

0S grupos.
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Figura 20. Ingestdo cumulativa de racdo (g/100g de massa corpérea) durante 90 min apés a
reapresentacao da racdo em ratas privadas de alimento por 24h. As ratas foram microinjetadas (icv)
com PBS ou ocitocina durante o proestro (Grupo PRO) e metaestro (Grupo MET). (*) p<0,05. SALINA
(n=16) e OT (n= 15). Para andlise dos resultados foram expressos média + erro padrdo da média e
submetidos ao teste Anova two-way. A andlise estatistica demonstrou o efeito da microinjecdo de
ocitocina (F (1, 27) = 12,6; p = 0,001), mas néo para o ciclo estral (F (1, 27) = 1,83; p = 0,18), e ndo
para interacdo entre ambos (F (1, 27) = 0,06; p = 0,80).

5.4 Imunofluorescéncia

As figuras mostram secc¢des coronais (20 ym) dos ndcleos paraventricular
(PVN) e supraoptico (SON) de ratas nas fases metaestro (figura 24) e proestro
(figura 25) microingetadas (icv) com PBS ou ocitocina nas condigdes de
reapresentacdo de ragdo apoOs jejum (24 horas), com processamento para

imunofluorescéncia para FOS.
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Figura 21. As fotomicrografias mostram a expressdo de Fos em secc¢bes coronais (20 ym) dos
nacleos paraventricular (A e B, com areas de marcacBes ampliadas nas figuras E e F,
respectivamente) e supradptico (C e D, com areas de marcacdes ampliadas nas figuras G e H,
respectivamente) de ratas nas fases metaestro microingetadas (i.c.v.) com PBS (B e D) ou ocitocina
(A e C) nas condicbes de reapresentacdo de racdo apos jejum de 24 horas.
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Figura 22. As fotomicrografias mostram a expressdo de Fos em secg¢des coronais (20 ym) dos
nacleos paraventricular (A e B, com areas de marcagBes ampliadas nas figuras E e F,
respectivamente) e supradptico (C e D, com areas de marcacdes ampliadas nas figuras G e H,
respectivamente) de ratas nas fases proesto microingetadas (i.c.v.) com PBS (B e D) ou ocitocina (A
e C) nas condicdes de reapresentacao de racdo apos jejum de 24 horas.
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6 DISCUSSAO

6.1 Influéncia do ciclo estral no comportamento alimentar

Os esterdides gonadais podem modular sistemas hormonais que regulam
tanto a ingestdo de alimentos quanto o consumo e a excre¢do de agua. Estudos
realizados por Forsling e Peysner (1988) e Crocker e Hinsull (1972), observaram que
durante o ciclo estral em ratas ocorre uma variagéo no balanco de liquidos, com uma
reducdo no consumo de agua e de alimentos, no fluxo urinério, na taxa de excrecéo
de sodio durante o proestro e estro, bem como a elevacdo da concentracédo
plasmatica de sédio e da osmolalidade plasmatica com diminuicdo do hematdcrito
durante o proestro (CALIGIONI, FRANCI, 2002).

Em relacdo a participagdo dos hormonios ovarianos na ingestao alimentar,
diversos trabalhos, a exemplo de Buffenstein et al. (1995) e Dye e Blundell (1997),
relatam que ha um aumento da ingestdo alimentar durante as fases de ovulacédo
com pico hormonal. Seguindo esta premissa, no presente estudo, nossa hipotese
era de que deveria haver uma maior ingestdo durante a fase proestro (fase em que
ha uma maior concentracdo de estrogeno), o que nédo foi evidenciado em nossos
resultados ao analisar a variacdo da ingestao alimentar média de racdo entre os

grupos proestro e metaestro.

Um fator limitante da presente pesquisa relacionou-se a manutencao de um
namero adequado de animais em todo o delineamento experimental. Apesar de uma
amostra de 60 animais, esta ndo foi o suficiente para obtencdo de uma analise
significativa sobre a influéncia do ciclo estral no comportamento ingestivo. E possivel
que devido ao restrito nimero de animais estudados essa diferenca na ingestao
alimentar provocada pelos esteréides gonadais possa nao ter sido identificada. Uma
das dificuldades encontradas na metodologia do mesmo reflete-se na manutencéo
de dois ciclos estrais regulares consecutivos, visto que foi observado uma falta de

regularidade em 28 animais da amostra.

Neste estudo, também foi identificada uma mudanca na regularidade do ciclo

estral apds a cirurgia de implantacdo da canula (icv). Este fato pode ter ocorrido por
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um possivel erro de pardmetro ou de procedimento cirdrgico durante o mesmo,
ocasionando uma possivel lesdo em alguma regiao de influéncia sobre o ciclo estral.
Carrer et al. (1972), relatam que apos a leséo eletrolitica do ndcleo ventromedial,
ocorre mudanca na duracao do ciclo estral e na receptividade ao macho, mas nao
relata a interrupgéo do ciclo, como o que aconteceu com aproximadamente 12% das
ratas na presente pesquisa. Sanchez e Dominguez (1995), em seu trabalho também
mostram que lesBes unilaterais na amigdala central podem alterar também a

ovulacdo, mas ndo ha mencéo sobre o ciclo estral.

6.2 Influéncia da ocitocina no controle da ingestéo alimentar

Diversos estudos mostram a participacdo de neuropeptidios no controle do
comportamento ingestivo (BIEBERMANN et al.,, 2012; PARKER, BLOOM, 2012;
VALASSI et al.,, 2008; WILASCO, 2010). Dentre eles destaca-se a ocitocina, um
neuropeptidio hipofisal produzido nos neurénios magnocelulares e parvocelulares do
PVN e SON do hipotdlamo e que apresenta uma acdo anorexigena quando
administrado intracerebroventricularmente (BASKIN et al., 2010). Varios estudos
observaram uma reducdo da ingestao alimentar através da microinjecao icv de OT
(ARTELLI, BENELLI, BERTOLINI, 1990; BENELLI et al., 1991).

Em nosso estudo, ao analisar o controle ocitocinérgico no comportamento
ingestivo, evidenciou-se que a administracdo central de OT foi capaz de reduzir de
forma significativa a ingestéo alimentar de ratas em metaestro e proestro apos jejum
de 24 horas. Tais dados estdo em consonancia com a literatura. Olson et al. (1991),
em seu estudo, evidenciaram que a administracao intracerebroventricular de
ocitocina e um agonista de OT foram capazes de reduzir significativamente a
ingestao de alimentos em ratos em jejum. Outro estudo, com o objetivo de investigar
diretamente efeito da ocitocina na ingestao de alimentos e de agua em ratos, ao
administrar ocitocina por via icv e intraperitoneal em ratos em jejum por 21 horas
também foi encontrado uma reducédo da ingestdo de alimentos, como também no
tempo de alimentacdo, além do aumento da laténcia entre refeicbes (ARLETTI,
BENELLI, BERTOLINI, 1990).
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6.3 Influéncia do ciclo estral no controle ocitocinérgico da ingestao
alimentar

No que diz respeito a influéncia do ciclo estral no controle ocitocinérgico do
comportamento ingestivo, nossos resultados mostram que as fases proestro e
metaestro do ciclo estral, respectivamente maior € menor concentracdo de
estrogeno, ndo modulam a acao inibitéria da ocitocina no controle da ingestédo
alimentar em ratas submetidas a jejum por 24 horas e tratadas com microinjecao icv

de ocitocina.

A modulacdo dos esteroides gonadais na ingestdo alimentar pode ocorrer
devido a sua acdo no controle da secrecdo de ocitocina. A sintese de OT também
varia durante o ciclo estral (MILLER et al., 1989; VAN TOL et al., 1988), sugerindo
uma possivel modulacéo esteroidal na sua expresséao. Diversos estudos relatam que
a administracdo de estrégeno estimula a liberacédo periférica de OT, além de alterar
a organizacdo estrutural de corpos celulares e dendritos de neurbnios
ocitocinérgicos (AMICO, SEIF, ROBINSON, 1981; NEGORO, VISESSUWAN,
HOLLAND, 1973; CALDWELL et al., 1988). Outros trabalhos mostram a variacdo da
liberacdo de OT no PVN, SON, neuro-hipo6fise, sangue porta-hipofisario e plasma
durante o ciclo estral de ratas, sendo acompanhada do aumento da atividade
ocitocinérgica durante o proestro (GREER et al., 1986; CROWLEY et al., 1978;
SARKAR, GIBBS, 1984; WINDLE, FORSLING, 1993). Acrescenta-se ainda que o
estrogeno regule diretamente a expressao génica de OT no PVN e SON via ER-
(receptor de estrogeno ), aumentando assim o conteudo de RNAm de OT em
neurdénios do PVN e do SON, além de também aumentar a concentracdo plasmatica
de ratas ovariectomizadas tratadas com estrogeno (OLIVEIRA, 2007). Entretanto, os
mecanismos ou vias pelos quais os esteréides gonadais modulam os neurdnios

ocitocinérgicos ainda sédo desconhecidos.

6.4 Imunofluorescéncia para c-Fos

Diversos estudos demonstram que padrdes especificos da expressédo de c-
Fos no cérebro estdo associados com tratamentos que alteram a ingestdo de

alimentos em ratos, e indicam que a avaliagdo imunorreativa de c-Fos em diferentes
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areas do cérebro pode identificar fun¢gdes comuns de redes neuroanatdmicas que
sdo ativadas por diversos tratamentos que, no entanto, produzem semelhantes
efeitos comportamentais, autonémicos e neuroendocrinos em animais (OLSON et
al., 1993). A expressao de c-Fos pelos neurdnios pode ser usada como um
marcador de ativacdo das células neuronais, sendo extremamente Util para o
mapeamento neuroanatdémico funcional dos sistemas neuroenddcrinos em resposta
a estimulos especificos, tais como a colecistocinina (CCK), hiperosmolalidade, e
deplecdo de volume, ou durante varios estados fisioldgicos, tais como a hormonio
ovulatério proestro, luteinizante (LH) e aumento lactacdo (HOFFMAN, SMITH,
VERBALIS, 1993). A administracdo central de OT induz ativagdo de proteina FOS
em regibes envolvidas no controle da ingestdo alimentar. Esta proteina tem sido
usada com alto grau de confiabilidade para avaliar a atividade no cérebro em
resposta a alimentacdo. O PVN e o SON representam locais de integracdo para
elaborar varias respostas comportamentais, neuroenddcrinas e autondmicas a
diferentes estimulos. Essas respostas fisiologicas sdo mediadas por nudcleos
distintos organizados intrinsecamente (OLIVEIRA, 2007; OLSON, et al., 1993).

Neste trabalho, ao analisar as fotomicrografias da imunofluorescéncia, foi
verificado a ativagdo com expressdo de c-Fos no PVN e SON de ratas em fase
metaestro e proestro tratadas com microinjecao icv de ocitocina ou salina isoténica,
submetidas a realimentacdo por noventa minutos apos jejum de 24 horas. Em um
recente estudo realizado por Maejima et al. (2011), com o objetivo de investigar os
efeitos da ocitocina administrada por diferentes vias, identificou-se a expressao de c-
Fos no hipotalamo, tronco cerebral , ARC, PVN e NTS quando OT foi administrado
intraperitonealmente, enquanto que, por via subcutanea, foi observado a supressao
da ingestdo de alimentos em normal e alto teor de gordura por dieta em
camundongos obesos e quando administrado via intravenosa reduziu a ingestao de
alimentos, peso corporal, massa de gordura visceral e tamanho dos adipdcitos.
Entretanto, ha estudos divergentes mostrando que ndo h4 alteracdo do conteudo de
OT no PVN e SON de ratos que submetidos ao jejum por 24 horas (BURLET et al.,
1992).

Na literatura, ha poucos estudos relatando a expressdo de c-Fos mediante

efeito dos esteroides gonadais e a administracéo icv de OT no comportamento da
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ingestédo alimentar. Entretanto, ha na literatura varios trabalhos relatando os efeitos
de neuropeptidios na redugdo do comportameto ingestivo de alimentos e, assim
como a ocitocina, apresentam um papel na alimentagao, relacionado a indugao da
saciedade. Desta forma, encontramos dados semelhantes na literatura com outros
neuropeptidios anorexigenos. Geerling e Loewy (2007), em seu estudo, verificou a
ativacado neuronal com expressao de Fos no nucleo do trato solitario e no complexo
parabraquial em ratos privados de sodio e apds a ingestao de sal. Em um trabalho
realizado com o objetivo de elucidar o efeito da oximodulina na saciedade em aves
mediante injecdo intracerebroventricular foi observado uma redugéo da ingestao de
alimentos e agua em aves e foi evidenciado a expressdo de Fos no nucleo
infundibular do hipotalamo. Nadkarni et al. (2011), com o objetivo de investigar a
influéncia da administragao pulmonar de PYY no comportamento ingestivo, verificou
uma supressdo da ingestdo de alimentos com o aumento de c-Fos no nucleo
arqueado do hipotdlamo e uma reducdo da expressao de NPY. Outro estudo
desenvolvido por Krawczewski et al. (2011), ao investigar o efeito da microinjegcao
intracerebroventricular de leptina em camundongos sedentarios nao foi obervado
uma redugdo significativa na ingestao alimentar, entretanto observou que em ratos
exercitados e tratados com leptina a ativacdo de receptores positivos de neurbnios
do nucleo ventromedial do hipotalamo, envolvidos no controle homeostatico de
equilibrio energético. Olofsson et al. (2009), em sua pesquisa, constataram que o
tratamento com estrégeno suprime o jejum induzindo ativagdo de Fos em neurdnios
do NPY e AgRP em resposta a realimentacao. Este estudo indica que os neurdnios
que expressam o AgRP e NPY sao funcionalmente necessarios para as mudangas
ciclicas na alimentacgao para todo o ciclo estral e que os neurénios AgGRP e NPY séao
mediadores essenciais da funcdo anorexigena do estrogénio. Olszewski et al.
(2001), demonstrou que a ativagcdo do receptor de melanocortina-4, cujo
envolvimento na etiologia da obesidade e saciedade tem sido demonstrado tanto em
humanos quanto em modelos animais, por inje¢des do horménio alfa-MSH no PVN
reduz a ingestdo de alimentos e provoca um aumento da percentagem de Fos em
neurdnios ocitocinérgicos. Respostas semelhantes foram encontradas por Mcminn et
al. (2000), ao investigar o efeito da administragédo intracérebroventricular de a-MSH
sob as respostas comportamentais e metabdlicas e observou a redugédo da ingestao
de alimentos, reducdo do peso corporal e expressdo de Fos no nucleo

paraventricular do hipotalamo.
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Desta forma, nossos resultados mostram que a ocitocina apresenta uma acao

central no comportamento da ingestao alimentar sem influéncia do ciclo estral.
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7. CONCLUSAO

Desta forma, diante dos dados apresentados, concluimos que:

1. O ciclo estral em animal controle ndo influencia no comportamento

ingestivo;

2. A ocitocina, quando administrada centralmente, reduz a ingestao

alimentar em ratas previamente submetidas ao jejum;

3. As fases do ciclo estral ndo modulam a acéo inibitéria da ocitocina no

controle da ingestédo alimentar;
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8. PERSPECTIVAS

Apdés o desenvolvimento da presente pesquisa observamos que sé&o
necessarios novos estudos afim de melhor compreender e identificar as vias
neuroquimicas envolvidas nos circuitos ocitocinérgicos quanto ao controle da
ingestao alimentar e sua relacdo com os esterdides gonadais em diferentes fases do

ciclo estral.
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ABSTRACT

In addition to stimulation of uterine contraction and milk ejection, oxytocin (OT) acts
on neural circuits that control food intake. This study aimed to investigate the
modulation of steroid ocitocinergic food intake. Female Wistar rats with at least three
regular cycles were submitted to stereotaxic surgery, following the observation of
three more cycles. Animals that remained regular were fasted for 24 hours and
received intracerebroventricular microinjection (5 uL) of OT (5 Ul, 1 g / L) or
phosphate buffered saline and immediately after the infusions, a balanced ration was
offered and the amount of food consumed in 90 minutes was measured. Meanwhile,
our results demonstrate an oxytocin central action reducing food intake; it was
observed that of the cycle estrous does not modulate the inhibitory action of oxytocin
in the control of food intake, moreover it was observaed a c-Fos expression in the
paraventricular and supraoptic nuclei when administered centrally saline and/or
oxytocin in rats submitted to fasting.

Key words: c-Fos, food intake, gonadal steroids, oxytocin.
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INTRODUCTION

In the last years great advances in scientific knowledge about the
neurochemical mechanisms involved in feeding behavior have been acquainted.
Knowledge of neural circuits and secretion of hormones that modulate feeding
behavior are important for better understanding various ingestive disorders and
improve new therapeutic modalities in different pathophysiological processes, such
as obesity and hypertension (Dossat et al. 2011, Kringelbach et al. 2012, Sinclair et
al. 2011).

Several studies have demonstrated the involvement of neuropeptides in the
control of ingestive behavior (Biebermann et al., 2012, Parker and Bloom, 2012;
Valassi et al., 2008; Wilasco 2010). Oxytocin (OT) is a neuropeptide produced in the
hypophysis by parvocellular and magnocellular neurons of the supraoptic (SON) and
paraventricular (PVN) nuclei of the hypothalamus, and it acts in circuits that control
food intake, and its secretion is stimulated by microinjection of cholecystokinin (CCK)
and gastric distension (Renaud et al. 1987). OT produces an anorexic action,
reducing food intake, when administered intracerebroventricular (Artelli et al., 1990;
Benelli et al., 1991), however this effect might be reversed by prior microinjection of
antagonist (ornithine vasotocin) (Baskin et al., 2010; Renaud et al., 1987; Olson et
al., 1991).

OT synthesis also varies during estrous cycle (Miller et al. 1989, Van Tol et al.
1988), suggesting a possible steroid modulation in its expression. Recent studies
have investigated the role of ovarian steroids on modulation ocitocinergic circuit,
showing variation on OT release in PVN, SON, neurohypophysis, pituitary-portal
blood and plasma during estrous cycle in rats, being accompanied by an increased
ocitocinergic activity during proestrus (Greer et al. 1986, Crowley et al. 1978, Gibbs
and Sarkar 1984, Windle and Forsling 1993).

Besides the evidences about OT relation to food intake and its possible steroid

modulation in neural circuits involved in control ingestive, this study aimed to



68

investigate the role of gonadal steroids in the modulation ocitocinergic in food intake
in different phases of the estrous cycle.

MATERIALS AND METHODS

Animals

We investigated 60 Wistar rats weighing between 200 and 250 g from Animal
Care Facility of the Federal University of Sergipe (UFS) and maintained in the
Animal Care Facility of Department of the UFS in a light/dark cycle (12/12h) at a
temperature of 21 ° C and free access to balanced food and water. We report
animal losses during investigation, and the 31 animals completed the experiment
were arranged into Control Group (CG) received phosphate buffered saline (PBS)
icv and Oxytocin Group (OT) received oxytocin icv. CG (n=16) were splitted into
Metaestrus (CGy) (n=8) and Proestrus (CGp) (n=8); while OT (n=15) were arranged
into Metaestrus (OTwu) (n=7) and Proestrus (OTp) (n=8).

All experimental procedures used in this study were approved by the Ethics
Committee for Animal Research (CEPA) on the Federal University of Sergipe, under
protocol number 33/2009.

Estrous cycle and stereotaxic surgery

Three estrous cycles of female rats were accompanied by vaginal smear
technique described by Marcondes et al. (2002) and only regular animals were
submitted to intracerebroventricular cannulation (icv). Animals were anesthetized
with an intraperitoneal injection (1ml/100gbw) of ketamine (80mg/kg) and xylazine
(10mg/kg) diluted in isotonic saline (NaCl 0,15 M) and positioned in the stereotaxic
for permanent intracerebroventricular cannula implantation into the lateral ventricle.
The following stereotactic coordinates were applied: 0,8mm posterior to bregma,
1,3mm lateral-lateral and 3,5mm dorsal-ventral from the bone calotte. After surgery,

animals received an intramuscular injection (0.1mL) antibiotic (Pentabiotic
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Veterinary - 24,000 wunits of penicilin and streptomycin and 10 mg
Dihydrostreptomycin - Wyeth), a dose of analgesic (Banamine® injectable pet-
1mg/kg-Schering) and remained isolated at ambient temperature (25°C) until

anaesthesia recovery, following to their respective cages.

Food deprivation, microinjection and feeding behavior

After seven days of surgery recovery, three more estrous cycles were
accompanied, and only the regular rats underwent fasting for 24 hours and the rats
that were in metaestrus and proestrus phases, respectively the highest and lowest
concentration of estrogen, received at 7: 00 am a microinjection (5uL) of OT (5 Ul,
1g/L-Novartis) or isotonic saline solution (0,15 M) buffered at pH 7.4 (PBS) into the
lateral ventricle. Immediately after the infusion, animals cleared accessed balanced

food and the amount consumed in 90 minutes was measured.

Perfusion and brain cryoprotection

After feeding period, animals were anesthetized as previously described, and
subjected to perfusion by intracardiac infusion (24,6ml/minute) of saline solution for
five minutes followed by formalin 10% for 40 minutes, following to brains removal,
which was post-fixed for 2 hours in formalin 10% and then submitted to
cryoprotection solution of buffered 30% sucrose until complete precipitation tissue

and stored in a freezer at temperature of - 22°C.

Tissue preparation and immunofluorescence

Sampled brains were taken into a cryostat (Leica CM 1850) at - 20 ° C to obtain
four series of sections with 20um, which were mounted on slides pre-gelatinized and
processed by technique of immunofluorescence for Fos. Brain sections containing
neurons positively marked for Fos in the PVN and SON, were examined through a
fluorescence microscope with digital camera (Axioskop 2 plus, Carl Zeiss, Germany)
and photographed bilaterally. The brain regions were identified and classified

according to the atlas Paxinos and Watson 1997.
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Statistical Analysis

Results were expressed as mean + standard error of mean. To analyze the
influence of the estrous cycle and microinjection of oxytocin in ingestive behavior, we
used the parametric Student t test. Effect of phase of the estrous cycle of
ocitocinérgic control of ingestive behavior in proestrus and metestrous were analysed
by variance two-way ANOVA, adopting a significance level of P <0.05. All data were
analyzed by the computer program GraphPad Prism® (GraphPad Software, Inc.,
USA).

RESULTS

It was observed that 60% (n=36) of the animals presented regular cycle, and
about 12% of the rats that underwent cannula implantation altered the regularity of
estrous cycle remaining in metaestrus phase, thus, 31 rats continued to regularly

cycle after stereotactic surgery.

In relation to ocitocinergic control of ingestive behavior, independent of cycle
phase, the figure 2 shows that CG and OT after 24 hours of fasting, respectively
showed average food ingestion of 2,31 + 0,19 and 1,42 + 0,16 g/100g body mass for
90 minutes after resubmission of chow, presenting significant differences between

groups.

To determine the influence of the estrous cycle in ingestive behavior of rats,
figure 1 demonstrate that CG after 24 hours of fasting, CGy and CGp demonstrated
average food intake respectively of 2,17 + 0,26 and 2,45 £ 0,28 g/100g body mass

for 90 minutes after resubmission of chow, no significant difference between groups.

As regards the influence of the estrous cycle of ocitocinergic control of feeding
behavior, figure 3 illustrates that CG after 24 hours of fasting, CGy showed an
average food intake of 2,17 + 0.26 g/100g, while CGp presented an average food
intake of 2,45 + 0,28 g/100g of body mass for 90 minutes after resubmission of chow,

presenting significant differences between groups.
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In Figure 3, OT after 24 hours of fasting, OTy showed an average food intake
of 1,21 + 0,15 g/100 g, while OTp presented an average food intake of 1,61 + 0,26
g/100g of body mass for 90 minutes after reintroduction of food, significant

differences between groups.

In relation immunofluorescence it was verified the expression of c-Fos, figures
4 and 5, in coronal sections (20 ym) in the paraventricular and supraoptic nuclei of
rats in proestrus and metestrus phases, respectively, microinjected icv with oxytocin

or saline in conditions of resubmission of chow after fasting 24 hours.

DISCUSSION

Gonadal steroids can modulate hormone systems that regulate both food
intake and water intake and excretion. Studies performed by Forsling and Peysner
(1988) and Crocker and Hinsull (1972), in rats, observed that during the estrous cycle
there was a change in fluid balance, with a reduction in water consumption and food
intake, as well as in urinary flow rate and sodium excretion during proestrous and
estrous, and increase in plasma sodium concentration, in plasma osmolality and with

decrease in hematocrit during proestrous (Caligioni and Franci, 2002).

In relation to the participation of ovarian hormones on food intake, several
studies, report that there is an increase food intake during the ovulation phase with
hormone peak (Buffenstein et al.,1995 and Blundell and Dye,1997). Following this
premise, in our study, there should be a higher intake during the proestrus phase,
which was not observed when analyzing the variation of the average chow intake
between proestrus and metaestrus groups what should be explained by the limited
number of animals that completed the experiment.

Several studies show the involvement of neuropeptides in the control of
ingestive behavior (Biebermann et al. 2012, Parker and Bloom 2012, Valassi et al.
2008, Wilasco 2010). Among them stands out oxytocin, a neuropeptide produced in
hipofisal parvocellular and magnocellular neurons of the SON and PVN of the
hypothalamus and on an anorectic action when administered
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intracerebroventricularmente (Baskin et al. 2010). Several studies have reported a
reduction in food intake by microinjection icv OT (Artelli et al. 1990, Benelli et al.
1991).

In our study, by analyzing the ocitocinergic control of ingestive behavior,
central OT injection was able to reduce food intake significantly in agreement to the
literature. Previous studies have shown that the intracerebroventricular administration
of oxytocin significantly reduced food intake in fasted rats. However, pretreatment
with OT antagonist receptor prevented the expected inhibition of food intake (Olson
et al. 1991). In another study, in order to investigate directly the effect of oxytocin on
food intake and water in rats, icv oxytocin, and intraperitoneally administrations in
rats fasted for 21 hours, resulted not only in reducing food intake, as well as at
feeding time, and increased latency between meals, however, these effects were
inhibited when administered the antagonist vasotocin (Arletti et al. 1990). In relation
to the effects of oxytocin on the feeding and drinking behavior between male and
female rats, Benelli, and Bertolini Arletti (1991), reported no sexual difference in
feeding inhibition or at the time drinking induced by oxytocin when using OT icv and

intraperitoneally OT.

The modulation of gonadal steroids on food intake may occur due to its action
in controlling the secretion of oxytocin. The synthesis of OT varies during the estrous
cycle (Miller et al. 1989, Van Tol et al. 1988). This fact suggests a possible steroid
modulation in its expression. Several studies have reported that administration of
estrogen stimulates peripheral release of OT, and change the structural organization
of cell bodies and dendrites of ocitocinergics neurons (Amico et al., 1981, Negoro et
al., 1973, Caldwell et al., 1988). However, the mechanisms or pathways by which

gonadal steroids modulate ocitocinergics neurons are still unknown.

Regarding the influence of the estrous cycle of the ocitocinergic control in
ingestive behavior, our results showed that proestrus and metaestrus phases of the
estrous cycle, respectively higher and lower concentrations of estrogen, not modulate
the inhibitory action of oxytocin in the control of food intake in rats fasted for 24 hours

and treated with i.c.v. microinjection of oxytocin.
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Several studies have shown specific patterns of expression of c-Fos in the
brain associated with treatments that affect food intake in rats, and indicate that the
evaluation immunoreactive of c-Fos in different brain areas can identify common
functions of neuroanatomical networks that are activated by different treatments that,
however, produces similar effects behavioral, autonomic and neuroendocrine in

animals (Olson et al. 1993).

Central administration of OT induces FOS activation in regions involved in
controlling food intake. This protein has been used with high reliability to assess brain
activity in response to food. The PVN and SON represent local integration to develop
various behavioral responses, neuroendocrine and autonomic responses to different
stimuli. These physiological responses are mediated by distinct nuclei intrinsically
organized (Almeida 2007, Olson et al. 1993).

In this study, c-Fos expression was deteacted in PVN and SON of rats in both
CG and OT groups subjected to refed for ninety minutes after fasting for 24 hours. In
a recent study by Maejima et al. (2011), with aim to investigate the effects of oxytocin
administered by different routes, identified the expression of c-Fos in the
hypothalamus, brainstem, ARC (arcuate nucleus), PVN and NTS (nucleus of the
solitary tract) when administered intraperitoneally, while subcutaneously was
observed suppression of food intake in normal and high-fat diet for obese mice, and
when administered intravenously reduced food intake, body weight, visceral fat mass
and size of adipocytes. However, there are conflicting studies that show no change in
the content of OT in the PVN and SON of rats fasted for 24 hours (Burlet et al. 1992).

In the literature, we found no studies reporting moculation of expression of c-
Fos by gonadal steroids associated to OT icv administration to analyse food intake
behavior. However, there are in literature several studies reporting the effects on
neuropeptides reduction on chewing of food, and as oxytocin, have a role in the diet,
related to the induction of satiety. Thus, we find similar data in the literature with
other anorectic neuropeptides. Geerling and Loewy (2007) in his study, the neuronal
activation with expression of c-Fos in the nucleus of the solitary tract and
parabrachial complex in rats deprived of sodium and after salt intake. Olszewski et al.
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(2001) demonstrated that activation of the receptor melanocortin-4, which involved in
the etiology of obesity and satiety has been demonstrated both in humans and in
animal models by injection hormone alpha-MSH in the PVN reduces food intake and
causes an increase in the percentage of c-Fos in neurons ocitocinérgicos. Similar
responses were found by Mcminn et al. (2000), to investigate the effect of
administration of a-MSH intracxerebroventricular under the metabolic and behavioral
responses and showed a reduction in food intake, body weight and reducing the

expression of c-Fos in the paraventricular nucleus of the hypothalamus.

It is worthwhile to be mentioned that in this study, we identified changes in the
regularity of estrous cycle of some rats after surgical cannula implantation what
would occour may be due to a possible error of parameter or in the surgical
procedure what may cause injury in a region of influence of the estrous cycle. Carrer
et al. (1972) reported that after electrolytic lesions of the ventromedial nucleus,
changes occur in estrous cycles and receptivity to the male, but does not report the
interruption of the cycle, as happened with about 14% of the rats in this study.
Sanchez and Dominguez (1995) in their study also show that unilateral lesions in the
central amygdala may also alter ovulation but no mention of the estrous cycle.

Meanwhile, our results demonstrate an oxytocin central action reducing food
intake and it was observed that of the cycle estrous does not modulate the inhibitory
action of oxytocin in the control of food intake, moreover it was observed a c-Fos
expression in the paraventricular and supraoptic nuclei when administered centrally

saline and/or oxytocin in rats submitted to fasting.

We still believe that further studies are necessary in order to better identify and
understand the neurochemical pathways involved in ocitocinergic circuits in control of
food intake and its relation to gonadal steroids at different phases of the estrous

cycle.
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RESUMO

Em adic&o a estimulagcédo da contragdo uterina e ejecao de leite, a ocitocina atua em
circuitos neurais que controlam a ingestdo alimentar. Este trabalho teve como
objetivo investigar a modulacédo esteroidal no controle ocitocinérgico da ingestao
alimentar. Ratas Wistar com trés ciclos estrais regulares foram submetidas cirurgia
estereotaxica. Apos a cirurgia, foi realizado mais trés ciclos e as que permaneceram
regulares foram submetidas a jejum por 24 horas e receberam uma microinjegao
intracerebroventricular (5 ulL) de ocitocina (5 Ul) ou de tampéao fosfato salina.
Imediatamente apds as infusdes, foi oferecida racdo balanceada e mensurada a
quantidade de alimento consumido por 90 minutos. Dessa forma, nossos resultados
demonstram uma acgao central de ocitocina na redugcédo da ingestdo de alimentos;
observou-se que o ciclo estral ndo modula a agao inibitoria da ocitocina no controle
da ingestdo de alimentos, além disso, foi observado uma expressao de c-Fos no
nucleos paraventricular e supradptico, quando administrada centralmente salina e /

ou ocitocina em ratos submetidos ao jejum.

Palavras-chave: c-fos, ingestéo alimentar, esteroides gonadais, ocitocina.
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FIGURES LEGENDS

Figure 1. Ingestion cumulative the chow (g/100 g body mass) for 90 min after
resubmission of chow in rats deprived of food for 24 h. The rats were microinjetadas
(icv) with saline during metestrus (META Group) or during proestrus (PRO Group). (*)
P <0,05. META (n = 8) and Pro (n = 8). To statistical analysis of results were
expressed mean * standard error of the mean and subjected to the parametric
Student's t test.

Figura 2. Ingestion cumulative the chow (g/100 g body mass) for 90 min after
resubmission of chow in rats deprived of food for 24 h. The rats was microinjected
(icv) with isotonic saline (SALINA, n=16) ou oxytocin (OT, n=15) independent of the
phase of the cycle. (*) p<0,05. To statistical analysis of results were expressed mean
* standard error of the mean and subjected to the parametric Student's t test.

Figura 3. Ingestion cumulative the show (g/100 g body mass) for 90 min after
resubmission of food in rats deprived for 24 h. The rats was microinjected (icv) with
saline or oxytocin during proestrus (PRO Group) and metestrus (MET group). (*) P
<0.05. Saline (n = 16) and OT (n = 15). Statistical analysis Results were expressed
mean * standard error of the mean and subjected to two-way ANOVA. Statistical
analysis showed the effect of oxytocin microinjection (F (1, 27) = 12,6, p = 0,001), but
not to the estrous cycle (F (1, 27) = 1,83; p = 0,18 ), and not for their interaction (F (1,
27) = 0,06; p = 0.80).

Figure 4. The photomicrographs show the expression of c-Fos in coronal sections
(20 um) of the paraventricular (A and B, with areas of markings in the expanded
figures E and F, respectively) and supraoptic (C and D, with the expanded areas of
markings figures G and H, respectively) nucleus of rats phases metestrus
microinjected (icv) with isotonic saline (B and D) or oxytocin (A and C) under

conditions of resubmission of chow after fasted for 24 hours (Increase of 100 times).

Figure 5. The photomicrographs show the expression of c-Fos in coronal sections

(20 um) of the paraventricular nucleus (A and B, with areas of markings in the
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expanded figures E and F, respectively) and supraoptic (C and D, with the expanded
areas of markings figures G and H, respectively) nucleus of rats phases proesto
microingetadas (icv) with isotonic saline (B and D) or oxytocin (A and C) under

conditions of resubmission of chow after fasted for 24 hours (Increase of 100 times).
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