Universidade
Estadual de LondRrina

ANDRESSA BUSETTI MARTINS

PAPEL DA OCITOCINA SOBRE OS EFEITOS DO PEPTIDEO
INTESTINAL VASOATIVO NO CONTROLE DA
HOMEOSTASE ENERGETICA

Londrina
2017



Sociedade Brasileira de Fisiologia
SBFis

o Universidade
Estadual de Londrina

PROGRAMA MULTICENTRICO DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS FISIOLOGICAS

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE LONDRINA

ANDRESSA BUSETTI MARTINS

PAPEL DA OCITOCINA SOBRE OS EFEITOS DO PEPTIDEO
INTESTINAL VASOATIVO NO CONTROLE DA HOMEOSTASE
ENERGETICA

Londrina
2017



ANDRESSA BUSETTI MARTINS

PAPEL DA OCITOCINA SOBRE OS EFEITOS DO PEPTIDEO
INTESTINAL VASOATIVO NO CONTROLE DA HOMEOSTASE
ENERGETICA

Dissertacao apresentada ao Programa
Multicéntrico de Po6s-Graduagdao em Ciéncias
Fisiolégicas da Sociedade Brasileira de
Fisiologia, na Universidade Estadual de
Londrina, PR, como requisito parcial a obtencao
do titulo de Mestre em Ciéncias Fisiologicas.

Orientadora: Profa. Dra. Cassia Thais
Bussamra Vieira Zaia

Coorientador: Prof. Dr. Ernane Torres Uchoba

Londrina
2017



Ficha de identificagdo da obra elaborada pelo autor, através do Programa de Geragéo
Automatica do Sistema de Bibliotecas da UEL

Martins, Andressa Busetti.
Papel da ocitocina sobre os efeitos do peptideo intestinal vasoativo no controle da
homeostase energética / Andressa Busetti Martins. - Londrina, 2017.
35f.:il.

Orientador: Céassia Thais Bussamra Vieira Zaia.

Coorientador: Ernane Torres Uchda.

Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias Fisiologicas) - Universidade Estadual de Londrina,
Centro de Ciéncias Bioldgicas, Programa Multicéntrico de Po6s-Graduagdo em Ciéncias
Fisioldgicas, 2017.

Inclui bibliografia.

1. Ocitocina - Tese. 2. Neuropeptideos - Tese. 3. Acidos graxos - Tese. |. Zaia, Céssia
Thais Bussamra Vieira. Il. Uchda, Ernane Torres. Ill. Universidade Estadual de Londrina.
Centro de Ciéncias Bioldgicas. Programa Multicéntrico de Po6s-Graduagdo em Ciéncias
Fisioldgicas. IV. Titulo.




ANDRESSA BUSETTI MARTINS

PAPEL DA OCITOCINA SOBRE OS EFEITOS DO PEPTIDEO
INTESTINAL VASOATIVO NO CONTROLE DA HOMEOSTASE
ENERGETICA

Dissertacéo apresentada ao Programa
Multicéntrico de Pds-Graduacdo em Ciéncias
Fisiolégicas da Sociedade Brasileira de
Fisiologia, na Universidade Estadual de
Londrina, PR, como requisito parcial a obtencao
do titulo de Mestre em Ciéncias Fisioldgicas.

BANCA EXAMINADORA

Orientadora: Profa. Dra. Cassia Thais
Bussamra Vieira Zaia
Universidade Estadual de Londrina — UEL

Prof. Dr. Rui Curi
Universidade de Sao Paulo — USP

Profa. Dra. Helenir Medri de Souza
Universidade Estadual de Londrina — UEL

Londrina, 10 de margo de 2017.



Agradeco a Deus, por sempre estar presente, por
me sustentar durante os periodos dificeis, por me
consolar, por me manter firme em suas
promessas, pelas oportunidades concedidas, pelas
gragas alcangadas, e pelas pessoas maravilhosas
que colocou em meu caminho durante mais uma

etapa dessa longa caminhada.



AGRADECIMENTOS

A Prof? Dra? Thais Zaia, minha orientadora, pelo carinho e dedicagao durante
todos esses anos que estamos trabalhando juntas, demonstrados todos os dias,
através de sua constante presenga, acompanhando e orientando cada fase deste
trabalho, exemplo de profissional e amiga, como uma segunda mae. E ao Prof. Dr.
Dimas Zaia, pela colaboracéo neste trabalho sempre que necessario.

Ao Prof. Dr. Ernane Torres Uchba, que atuou como co-orientador nessa
jornada, ajudando, ensinando, animando e acrescentando demais, nao sé neste
trabalho, mas em tudo que fizemos, obrigada pela confianca e pelo apoio.

Aos meus pais, lvanir e Luiz, pelo apoio, compreensao, carinho e amor. Por
proporcionar as melhores condicbes para meu crescimento, por acreditarem em
meus objetivos, por sempre me aconselharem e estarem ao meu lado sempre,
independente da situagdo, me mostrando que juntos “nés somos nés”. E a minha irma,
Larissa, por me aturar e manter-se sempre firme e confiante durante todos esses anos.

Aos meus amigos, aos novos e aos velhos. Obrigada por sempre estarem
aqui, por conhecerem toda minha esséncia e ainda estarem aqui, tanto para as
risadas quanto para os prantos. Principalmente a Natalia que acompanhou varios
dramas de perto e compartilhou de muitos sentimentos semelhantes. A Giovana que
sempre me deu um ombro amigo, seguido de palavras de afago, quando o mundo
parecia virar do contrario. A Marcela por ser muito mais que uma companheira de
laboratério, por ser uma conselheira, uma irma e uma amiga. Aos meus amigos
proximos: Arthur, Jéssica e Andréia, pelas boas risadas e excelente companhia no
que quer que fosse. Ana e Felipe, por sempre estarem ali, sendo muito mais que
meus companheiros de casa. A Si, por sempre 0 amor em pessoa. E também a
Marcela (Pan) por surgir de forma inusitada, ser essa pessoa maravilhosa e me
apresentar outras amigas maravilhosas, que mesmo distante, sdo como familia.

Aos meus companheiros de laboratério: Renato, Larissa, Geisielle, Leticia,
Camila, Jodo, Fabiano e Carol. Obrigada pela confianga, pela compreensao e pelas
risadas, vocés sdo maravilhosos.

Aos docentes, discentes e funcionarios do Departamento de Ciéncias
Fisiologicas, no auxilio e compreensao durante todo tempo de convivéncia.

A tantas outras pessoas que contribuiram, direta ou indiretamente, em minha
formagao e na concretizacao deste trabalho.

E em especial aos auxilios financeiros: Fundagdo Araucaria (convénio
323/2012, protocolo n. 23275) e PRONEX-CNPg-Fundacédo Araucaria (convénio
250/2013, protocolo n. 24732) e a bolsa de mestrado da CAPES.



“Eu acredito demais na sorte. E tenho
constatado que, quanto mais duro eu trabalho,

mais sorte eu tenho.”
Coleman Cox



MARTINS, A. B. Papel da ocitocina sobre os efeitos do peptideo intestinal
vasoativo no controle da homeostase energética. 2017. 35 f. Dissertagao
(Mestrado em Ciéncias Fisiolégicas) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
Londrina, 2017.

RESUMO

O peptideo intestinal vasoativo (VIP) € um neurotransmissor anorexigeno atuando
nas vias hipotalamicas que participam do controle neural de ingestado alimentar. A
ocitocina (OT) participa do controle da homeostase energética e tem papel inibitorio
sobre a ingestdo alimentar. O presente trabalho teve por objetivo avaliar a
participagcédo da ocitocina nos efeitos do VIP sobre a ingestdo alimentar, e no plasma
glicemia, acidos graxos livres (AGL) e corticosterona. Para isso, por estereotaxia
para microinjegao intracerebroventricular, foi implantada canula guia, em ratos
machos adultos Wistar. No 7° dia pds-cirurgia, com jejum prévio de 16 horas, os
ratos receberam microinje¢cdo de antagonista de receptor de ocitocina (vasotocina,
OVT) ou salina (0,9%) e apds 15 min, receberam uma segunda microinjecao de VIP
ou salina. Apdés 15 min da segunda microinjegdo houve: 1) avaliagdo da ingestéo
alimentar por 120 min 2) eutanasia para coleta de sangue ou 3) os animais
receberam uma unica microinjegdo de salina ou VIP e apdés 90 min foram
anestesiados e tiveram o cérebro perfundido e retirado para analise
imunoistoquimica por FRA-OT (antigenos relacionados a FOS-ocitocina). Observou-
se hiperglicemia apds microinjecao de VIP (p<0,0001) e o pré-tratamento com OVT
bloqueou parcialmente o efeito do VIP, de modo que OVT reduziu a glicemia quando
microinjetado antes de VIP. A concentragdo plasmatica de corticosterona (ug/dL)
aumentou significativamente (p<0,0001) apds microinjegdo de VIP ou OVT
comparado com salina, e o pré-tratamento com OVT reverteu parcialmente os
efeitos do VIP. Houve diminuicdo dos valores plasmaticos de acidos graxos livres
(umoles.dL™) apds a microinjecéo de VIP (p<0,001), mas aumento com microinjecdo
de OVT ou quando VIP foi microinjetado apés o OVT (p<0,002). Houve redugéo
(p<0,0001) da ingestao alimentar apdés a microinjecao de VIP em relagdo ao grupo
controle (p=0,001) e o pré-tratamento com OVT reverteu parcialmente o efeito do
VIP. A imunoistoquimica aponta aumento qualitativo na expresséo de FRA no grupo
que recebeu VIP e presenca de neurbnios duplamente marcados (FRA-OT) nas
regides parvocelular medial e posterior, sugerindo a participacao de neurdnios OT
no controle de ingestao alimentar promovido pelo VIP. O tratamento prévio com OVT
promoveu reversao parcial do efeito anorexigeno e das alteragdes metabdlicas
plasmaticas promovidas pelo VIP, sugerindo a participagdo da ocitocina nestes
efeitos do VIP sobre a homeostase energética.

Palavras-chave: PVN. Vasotocina. AGL. Corticosterona.



MARTINS, A.B. Role of oxytocin on the effects of vasoactive intestinal peptide
on energy homeostasis control. 2017. 35 p. Dissertation (Master's degree
Physiological Sciences) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

ABSTRACT

The vasoactive intestinal peptide (VIP) is an anorectic neurotransmitter acting on the
hypothalamic pathways that participate in the neural control of food intake. Oxytocin
(OT) participates in the control of energetic homeostasis and the inhibitory time on a
food intake. The objective of this study was to evaluate the participation of the
disease in the effects of VIP on a food intake, in plasma glucose, free fatty acids
(FFA) and corticosterone. For this, by means of stereotaxia for intracerebroventricular
microinjection, a guide cannula was implanted in adult male Wistar rats. On the 7th
postoperative day, with a previous fast of 16 hours, microbes with microinjection of
oxytocin receptor antagonist (vasotocin, OVT) or saline (0.9%) and after 15 minutes,
received a second microinjection of VIP or saline. After 15minutes of the second
microinjection: 1) evaluation of food intake for 120 minutes 2) euthanasia for blood
collection or 3) animals received a single microinjection of saline or VIP and after 90
minutes were anesthetized and had the brain perfused and withdrawn for analysis
Immunohistochemistry by FRA-OT (FOS-oxytocin-related antigens) Hyperglycemia
was observed after microinjection of VIP (p <0.0001) and pre-treatment with OVT
partially blocked the effect of VIP, so that OVT reduced glycemia when Microinjected
Before VIP. Plasma corticosterone concentration (ug / dL) increased significantly (P
<0.0001) after microinjection of VIP or OVT compared to saline, and pre-treatment
with OVT partially reversed the effects of VIP. Plasma levels of AGL (pmoles.dL-1)
decreased after VIP microinjection (p <0.001), and there was an increase in AGL with
microinjection of OVT or when VIP was microinjected after OVT (p <0.002). There
was a reduction (p <0.0001) in food intake after a microinjection of VIP in relation to
the control group (p = 0.001). Immunohistochemistry points to a qualitative increase
in the expression of FRA not in the VIP group, and double-labeled neurons (FRA-OT)
were also observed in the medial and posterior parvocellular regions, suggesting a
participation of neurons. Previous treatment with OVT tends to partially reverse the
anorectic effect and plasma metabolic changes promoted by VIP, evidencing a role
for an oxytocin in these VIP effects on an energy homeostasis.

Key words: PVN. Vasotocin. Glycemia. FFA. Corticosterone.
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1 INTRODUGAO

Balango energético, apetite e ganho de peso sdo temas de grande interesse
atualmente e os mecanismos que controlam estes pardmetros e os transtornos
alimentares tém sido alvo de varios estudos. No Brasil, o numero de casos de
obesidade esta aumentando a cada ano e dados recentes do IBGE mostram que
51% da populacédo brasileira estd acima do peso sendo que os homens sado a
maioria (54%) e nas mulheres o indice chega a 48%. Dentro desse percentual, 18%
das mulheres e 16% dos homens sao obesos (IBGE, 2013; ABESO, 2015). A
bulimia, anorexia nervosa e principalmente a obesidade se tornaram problemas de
saude publica mundial devido as complicagcdes associadas, como o desenvolvimento
de diabetes mellitus, dislipidemias, hipertensdo arterial e outros problemas
cardiovasculares.

Diversos pesquisadores mostram como ocorre o controle fisioldgico da
ingestdo alimentar. Esses mecanismos de regulacdo sdo complexos e envolvem
geralmente o sistema nervoso central (SNC), mais especificamente areas
hipotalamicas, e tecidos periféricos (WOODS et al., 1998). A estimulacido do
hipotalamo lateral (LH) promove aumento da ingestéo alimentar e sua leséo bilateral
gera anorexia (BROBECK, TEPPERMAN, LONG, 1943; SHIMAZU et al., 1966;
LEIBOWITZ e WORTLEY,2004; WELKENHUSEN et al., 2008). A estimulagdo do
nucleo ventromedial do hipotalamo (VMH) causa saciedade e sua destruigao
bilateral resulta em hiperfagia e obesidade (HETHERINGTON e RANSON, 1940;
ZAIA et al., 1987). O nucleo dorsomedial do hipotalamo (DMH) tem papel no controle
da saciedade e sua lesdo também resulta em hiperfagia e obesidade (WILLIAN et
al., 2001; BERNARDIS e BELLINGER, 1984; ZAIA et al, 1997). O nucleo
paraventricular do hipotalamo (PVN) tem um papel importante, pois sinais de outros
nucleos se direcionam a ele (WILLIANS et al., 2001) e dele partem estimulos para o
LH desencadeando ativacédo da via de fome e ingestdo alimentar (AKABAYASHI et
al., 1994). O nucleo arqueado do hipotalamo (ARC) tem papel importante como um
dos alvos da sinalizagdo hormonal devido a sua localizag&o hipotalamica, proximo
da eminéncia média e na qual a barreira hematoencefdlica é modificada
(BROADWELL e BRIGHTMAN, 1976), propiciando e facilitando maior contato de

moléculas de alto peso molecular, como insulina e leptina, com receptores nessa
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area (BRUIJNZEIL et al.,, 2011; LEIBOWITZ e WORTLEY, 2004). A ingestao
alimentar e seus sinais neurais e humorais vindos do sistema gastrointestinal afetam
regides do tronco cerebral caudal, incluindo o nucleo do trato solitario (NTS); nessa
area a ocitocina exerce um efeito estimulador sobre a resposta de colecistoquinina
(CCK) em neurbénios no NTS reduzindo o tamanho da refeicdo (BLEVINS et al.,
2003).

Varios neuropeptideos hipotalamicos e extra-hipotalamicos controlam esses
nucleos hipotaldmicos desencadeando fome ou saciedade (ARORA, 2006). O
neuropeptideo Y (NPY), sintetizado no ARC, € um importante modulador orexigénico
estimulando o PVN e resultando em ingestao de alimentos (STANLEY et al., 1985).
O NPY produz aumento nas concentragdes plasmaticas de corticosterona, por
aumento da liberagéo hipotaldmica do CRH (DALLMAM et al., 1995) e a sintese de
NPY é dependente de corticosterona (STANLEY et al., 1989). Por outro lado, CRH
tem papel anorexigénico, sua liberacdo & controlada por NPY (DALLMAM et al.,
1995), sendo que adrenalectomia inibe os efeitos do NPY na ingestao alimentar, e a
suplementacdo de glicocorticoide reverte esse efeito (STANLEY et al., 1989;
SAINSBURY et al., 1997).

O peptideo intestinal vasoativo (VIP) contém 28 residuos de aminoacidos,
pertence a familia do glucagon-secretina, e foi primeiramente isolado do trato
gastrointestinal (SAID e MUTT, 1970) e posteriormente do hipotdlamo (TAYLOR e
PERT, 1979). O VIP esta presente no PVN (MORIN et al., 1994), estimula a sintese
de NPY (BALBI e ALLEN, 1993) e participa de vias metabdlicas induzindo a
glicogendlise hepatica pela ativacdo do AMPc (MAGISTRETTI et al., 1981). Quando
microinjetado no PVN de ratos, o VIP promove uma série de alteragcdes metabdlicas,
sendo, estimulacdo da liberacdo de CRH resultando em aumento plasmatico do
horménio adrenocorticotréfico e de corticosterona de maneira dose dependente
(ALEXANDER e SANDER, 1994), aumento de glicose e acidos graxos livres, bem
como diminui¢do da ingestdo alimentar (LARA-GALVAO, 2003; GHOURAB et al.,
2011).

Neurbnios que expressam o VIP estdo distribuidos em diversas areas do
SNC, como cortex, hipocampo, nucleo amigdaldide, talamo e hipotalamo. O nucleo
supraquiasmatico do hipotdlamo (SCN) apresenta grande concentragdo de

neurénios VIPérgicos. Os receptores de VIP (VPAC1 e VPAC2) acoplados a
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proteina G sao encontrados nos nucleos hipotalamicos supradptico (SO), SCN,
ARC, e preferencialmente na regido parvocelular do PVN. Esses receptores de VIP
estdo também presentes na pituitaria anterior (GERHOLD et al., 2001) controlando a
secrecdo dos hormoénios ocitocina (OT) e prolactina (USDIN et al.,, 1994,
NUSSDORFER e MALENDOWICZ, 1998).

A OT é um peptideo sintetizado nos neurbnios magnocelulares e
parvocelulares do PVN e nos neurdnios magnocelulares do SO (GIMPL, 2001). A
OT é um neuropeptidio envolvido no controle da fungcdo autondmica e da ingestéao
alimentar (OLSON et al., 1991), sendo que ratos com obesidade induzida por dieta
tém diminuicao de ingestao alimentar e perda de peso com administragao periférica
de OT (MORTON et al., 2012). A resposta de inibicdo da ingestdo alimentar por OT
em ratos €& dose-dependente, podendo ser prevenida pela administragao
intracerebroventricular (ICV) de vasotocina (OVT), um antagonista do receptor de
ocitocina (ARLETTI et al.,1989).

Alguns autores sugerem que OT no cérebro medeia a anorexia induzida pelo
CRH e o bloqueio dos receptores de OT resulta em reversdo do quadro hipofagico
induzido pelo CRH (OLSON et al., 1991). Sugere-se também que a OT atua como
neuromodulador da hipofagia, em animais adrenalectomizados e as projecdes de
neurénios ocitocinérgicos do PVN para o nucleo do trato solitario poderiam contribuir
para a resposta de saciedade induzida pela adrenalectomia (UCHOA et al., 2009;
UCHOA et al., 2013).

O PVN apresenta 8 subdvisdes, sendo 3 delas magnocelulares-anterior,
medial e posterior e 5 parvocelulares-periventricular, anterior, dorsal, lateral e
medial. A divisdo magnocelular projeta-se para a porg¢ao posterior da hipodfise,
responsavel pela secregao de OT e vasopressina, e alguns agrupamentos neuronais
da regido parvocelular se projetam para regides relacionadas no tronco encefalico,
medula espinhal e eminéncia mediana (AIRES, 2012, p.372-373). Testes
imunoistoquimicos indicaram que os principais alvos das fibras dos neurénios OT e
de vasopressina para o cérebro s&o a porgao medial do nucleo do trato solitario, o
nucleo motor dorsal do vago, o nucleo comissural e o nucleo reticular lateral e
nessas areas, as fibras de ocitocina predominam (SOFRONIEW,1980). Técnicas de
identificacdo de mRNAs em tecidos, como a imunoistoquimica, utilizam de familias

de proteinas como o c-FOS, que alteram a transcricao génica, em resposta a sinais
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na superficie da célula, para localizar o nucleo da célula e sdo uteis para avaliar
ativacado neuronal, permitindo a deteccdo de marcadores no nucleo, no citoplasma
ou em ambos, com uma técnica de dupla marcacédo (HOFFMAN et al., 1993). Uchba
et al. (2009) observaram, por meio da técnica de imunoistoquimica, que a
realimentacao induz um aumento no numero de neurdnios imuno-reativos de Fos/OT
na regiao parvocelular posterior do PVN (PaPo) em animais controle, indicando que
os neurdnios de OT do PVN estao relacionados com resposta de saciedade. Por
outro lado, na regido parvocelular medial de PVN (PaMP) houve um aumento no
numero de neurdnios imunorreativos para Fos, mas poucos neurdnios com dupla
marcagao Fos/OT, sugerindo que nesta regiao a maioria dos neurdnios expressando
Fos s&o neurénios CRH (UCHOA et al., 2009).

Sabendo que: a) o VIP promove anorexia, aumento de glicemia,
corticosterona e AGL plasmaticos, e estimula a secrecdo de CRH e OT; b) o CRH é
anorexigeno e tem sua acdo mediada pela OT; c) a OT estimula a anorexia e
controla metabdlitos em situagdo de estresse; d) OVT bloqueia a OT, surge a

questao. Poderia a ocitocina participar da anorexia causada pelo VIP?

2 OBJETIVOS

Avaliar a participacao da ocitocina nos efeitos do VIP sobre parametros

plasmaticos (glicose, acidos graxos livres e corticosterona) e de ingestédo alimentar.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Drogas

As drogas microinjetadas foram: VIP (Sigma Co., CA) na dose de 40 ng/g rato
em 6 pL/Mmin (ALEXANDER e SANDER, 1994); e vasotocina (OVT,
Peninsula/Bachem) 5 ug em 5 pL/1min (UCHOA et al., 2019, 2013). Como veiculo

foi microinjetado 5 yL/1min de salina estéril (NaCl 0,9%).
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3.2 Animal

Foram utilizados ratos adultos Wistar (n=159), pesando entre 260-280 g,
provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual de Londrina (UEL). Os
animais foram mantidos no Biotério Setorial do Departamento de Ciéncias
Fisiologicas (CIF), com ambiente de luz (ciclo 12 horas claro/escuro) e temperatura
(22 £ 2 °C) controladas, e agua e alimentacao a vontade, sendo que somente apoés
48 horas de adaptacdo ao novo ambiente, os animais foram submetidos aos
procedimentos experimentais. Todos os experimentos foram realizados no
Laboratério de Fisiologia Neuroenddcrina e Metabolismo (LaFiNeM) do CIF/UEL e
sempre pela manha, para minimizar qualquer influéncia do ritmo circadiano. Este
protocolo foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da UEL (processo
N° 4929.2015.80).

3.3 Protocolos experimentais
Todos os animais foram submetidos a estereotaxia e, apés 6 dias de
recuperacao deste procedimento, os ratos foram submetidos a jejum de 16 horas e

no dia seguinte (7° dia pds-cirurgico) foram realizados os experimentos.

Para os Protocolos 1 e 2, os animais receberam duas microinjecdes
intracerebroventricular (ICV), com intervalo de 15 min entre elas, e constituiram os

seguintes grupos experimentais:

- Grupo SAL-SAL: ratos que receberam duas microinje¢cées ICV de salina, como
veiculos da OVT e VIP;

- Grupo OVT-SAL: ratos que receberam microinje¢cao ICV de OVT e de salina
(como veiculo do VIP);

- Grupo SAL-VIP: ratos que receberam microinjecdo ICV de salina (como veiculo
da OVT) e de VIP;

- Grupo OVT-VIP: ratos que receberam microinje¢ao ICV de OVT e de VIP.

Protocolo 1. Avaliagdo do efeito do pré-tratamento central com antagonista do
receptor de OT na microinje¢do central de VIP em parametros plasmaticos: 93 ratos

foram agrupados como descrito anteriormente e, apés 15 min da segunda
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microinje¢ao ICV, foram eutanasiados por decapitacdo e o sangue coletado em
tubos heparinizados para obtencdo de plasma, que foi utilizado para dosagens

plasmaticas.

Protocolo 2. Avaliagdo do efeito do pré-tratamento central do antagonista do receptor
de OT na microinje¢ao central de VIP na quantidade de alimento ingerido: 66 ratos
foram agrupados como descrito anteriormente e, apés 15 min da segunda
microinjec¢ao ICV, racao foi ofertada, sendo a ingestao alimentar avaliada no periodo

de 120 min apds a oferta de alimento.

Protocolo 3. Avaliagdo da microinje¢do central de VIP na ativagdo de neurdnios que
expressam OT no PVN: 24 ratos receberam uma unica microinje¢cao ICV de salina

ou VIP e apd6s 90 min da microinje¢ao foram submetidos a perfusao transcardiaca.

3.4 Procedimentos cirurgicos

Cirurgia estereotaxica foi realizada em animais anestesiados i.p. com dose de
100 mg/kg de ketamina (Agener Unido, 10%) e 20 mg/kg de cloridrato de xilazina
(Anasedan®; Vetbrands, Jacarei, Brazil, 2%) e, ao entrarem em anestesia, foi
realizada a tricotomia seguida de injegao de 0,3 mL de cloridrato de lidocaina 2% na
regido dorsal da cabega do animal. Por estereotaxia unilateral, foi implantada
canula-guia de ago inoxidavel (0,7 mm de didmetro externo, 0,4 mm de didmetro
interno e 10 mm de comprimento), no ventriculo lateral direito AP = - 0,8 mm; H = -
3,6 mm; L = - 1,5 mm; utilizando-se como referéncias o Bregma, a calota craniana e
a sutura sagital, respectivamente, segundo coordenadas do atlas de Paxinos e
Watson (1997). A cénula-guia foi entdo fixada com acrilico autopolimerizante
(Simplex®) sobre a calota craniana, onde previamente foram fixados parafusos para
assegurar a adesao do polimero ao osso. O critério para a verificagdo da posigao da
canula no ventriculo lateral se deu pelo influxo de salina (NaCl 0,9%), por meio de
uma coluna de salina, durante a cirurgia de implantagcao da canula. Dentro da canula
implantada, um mandril de ago foi posicionado para evitar a sua obstrugdo por
detritos apos o procedimento cirurgico. Ao final da cirurgia, foi dada uma dose
profilatica de antibiético (50.000 unidades de penicilina G: 0,1 mL por 100 g de peso

corporeo via intramuscular) e paracetamol (200 mg/kg, via oral). Os animais foram
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mantidos em gaiolas coletivas contendo no maximo trés animais, para melhor
recuperacgao da cirurgia, recebendo agua e alimentacdo a vontade. Dois dias antes

do jejum eles foram acomodados em gaiolas individuais para adaptagéo.

3.5 Eutanasia

Todos os animais utilizados nos experimentos foram eutanasiados por
decapitacdo e, imediatamente apods, os cérebros foram retirados e colocados em
recipientes contendo solugdo fixadora de formol (10%) para posterior analise
histolégica para verificagdo da posigdo da canula, ou entdo levados ao congelador
para conservagao e futuras analises. O sangue também foi imediatamente coletado
em tubos heparinizados e centrifugados a 14000 x g por 20 min a 4 °C para a
obtencdo do plasma que foi separado em aliquotas e armazenado a -20 °C para

posteriores dosagens por métodos quimicos.
3.6 Procedimentos analiticos

3.6.1 Dosagem de glicose plasmatica: a determinacdo espectrofotométrica da
concentracdo plasmatica de glicose foi realizada utilizando-se o Kit Comercial
Glicose BioLiquid (Laborclin, PR), baseado na rea¢do da peroxidase (Trinder, 1969),
onde a glicose é determinada por sua reagdo com a glicose oxidase, na qual séo
gerados o acido glucurbnico e o peroxido de hidrogénio. O perdxido de hidrogénio
entdo reage com o hidroxibenzoato de sédio e 4-aminofenazona, produzindo um
complexo corado de cor rosa com maximo de absorgdo em 500 nm. A intensidade
da coloragdo é proporcional a concentragao de glicose da amostra, sendo seus

valores expressos em mg.dL™".

3.6.2 Dosagem de AGL plasmatico: para a determinagcdo plasmatica da
concentracdo de AGL foi utilizado o método espectrofotométrico de Falholt et al.
(1973). Amostras de plasma (100 pL) foram submetidas a duas extragdes seguidas
de agitacao, aspiracdo da fase superior e centrifugagdo. Como padrao, foram
utilizados 50 pL de acido palmitico (2 mmolar) em 1,0 mL de tampéao fosfato (pH 6,4)
e 6,0 mL de solucdo extratora, e para o branco apenas a solugado extratora. Na 12

extragao utilizou-se 1,0 mL de tampao fosfato (pH 6,4) e 6,0 mL de solugdo de
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cloroférmio + heptano + metanol, e na 22 extracdo 2,0 mL CuTEA (pH 8,1). Apds, em
3,0 mL da fase superior foi adicionado 1,0 mL do reagente de cor (DPC: 4% de 1,5-
difenilcarbazida-difenilcarbazona em 0,1 mL de TEA 1 M). A leitura foi realizada em
espectrofotbmetro no comprimento de onda de 550 nm e os resultados expressos

em pmoles.dL™.

3.6.3 Dosagem de corticosterona plasmatica: a determinacdo da concentracédo de
corticosterona plasmatica foi feita pelo método fluorimétrico de Guillemin et al.
(1959), o qual se baseia na fluorescéncia da corticosterona em acido sulfurico. Para
a execucdo do meétodo, tem-se como solugdo padrdo 1 mg de corticosterona
dissolvida em 10 mL de etanol absoluto. Em relacdo as amostras dos animais, 200
ML de plasma foram acrescidos em 6 mL de diclorometano, com posterior agitagcéo e
aspiracao da fase superior, possibilitando a particdo e extragao da corticosterona.
Apos isso, 500 uL de NaOH 0,1 N foram adicionados a amostra para lavagem,
seguido por agitacdo e aspiracédo da fase superior; apés, 500 uL de agua destilada
foram adicionados, fez-se agitagcdo. Como branco, apenas 4 mL de diclorometano
foram utilizados. Na segunda etapa do método,5, 10 e 20 pL de solugao "working"
(0,5 mL de solugao padrao e etanol) foram adicionados ao tubo da solugao padréo e
1 mL de (H2SO4 : etanol) foi acrescido a todos os tubos para uma segunda
extragdo, seguido por agitagdo, em repouso de 20 min. A leitura foi feita em
fluorimetro, com excitagdo 477 nm, emissdo 520 nm e sensibilidade 11. Os valores

da concentracdo plasmatica de corticosterona obtidos foram expressos em pg.dL™.

3.7 Analise histolégica

Para a avaliacdo do posicionamento correto da canula, os cérebros foram
removidos cuidadosamente apds a eutanasia, fixados em formol 10% por 15 dias e
por secgao transversal, foram feitas fatias sucessivas de 60 ym até a identificacédo
do posicionamento da canula. Para a analise dos cortes histologicos utilizou-se o

atlas de Paxinos e Watson (1997).

3.8 Perfusao de cérebro
Os animais do protocolo 3 foram anestesiados com solucdo de ketamina

(Cloridrato de cetamina, Agener; 80 mg/Kg peso corporal, i.p.) associada com
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xilazina (Coopazine®, Coopers; 10 mg/Kg peso corporal, i.p.) e, apoés o
desaparecimento dos reflexos raqui-medulares, foram submetidos a perfusdo do
SNC. A perfusado intracardiaca foi iniciada com a infusdo de 200 mL de solugao
salina isoténica (NaCl 0,15 M) com heparina (diluicdo 1:80) seguida pela infusdo de
400 mL de paraformoldeido 4%, utilizando bomba peristaltica com velocidade de
infusdo de 10 mL/min. O tecido foi pds-fixado em paraformoldeido 4%, por 1 h, e
entdo estocado em uma solucdo de sacarose 30% a 4 °C para a realizagado dos

procedimentos imunoistoquimicos.

3.9 Imunoistoquimica FRA-OT

Para a avaliagdo imunoistoquimica de FRA (antigenos relacionados a Fos -
Fos-related antigens), que sao proteinas quimicamente semelhantes ao FOS, e
FRA-OT (antigenos relacionados a FOS-ocitocina), os tecidos cerebrais foram
seccionados em cortes de 30 pm de espessura utilizando-se um criostato,
separados em aliquotas e mantidos em solucao crioprotetora em freezer -20 °C. No
primeiro dia, os cortes foram lavados trés vezes com tampao fosfato (PB 0,01 M, pH:
7,4) por 5 min cada lavagem, e imediatamente apds, foi realizado o bloqueio da
peroxidase enddégena com solugdo H,0O; (30%) durante 30 min em agitagao leve, e
apods o bloqueio os cortes foram lavados trés vezes em PB 0,01M durante 5 min por
lavagem. Em seguida, fez-se o bloqueio das ligagdes inespecificas utilizando-se
albumina bovina 5% durante uma hora, e logo apés incubou-se com o primeiro
anticorpo anti-FRA (1:2000, K25, Santa Cruz), sob agitagao leve durante uma hora
em temperatura ambiente e incubagéo por 48 horas a 4 °C. No segundo dia, lavou-
se os cortes com PB 0,01 M trés vezes por 5 min cada, e posteriormente incubou-se
com o segundo anticorpo (biotinilado, 1:200, Vector) por uma hora sob agitagao leve,
e em seguida lavou-se mais trés vezes por 5 min cada. Incubou-se com solugao
avidina-biotina-peroxidase (1:200, ABC, Vectastain) durante uma hora sob agitacéo,
e apoés lavou-se mais trés vezes por 5 min. Para a visualizacdo da expressao de
FRA, os cortes foram revelados empregando-se diaminobenzidina (DAB 0,01%) e
cloreto de niquel como cromdégenos, cuja reagao conferiu ao nucleo das células uma
coloragao de violeta escuro a preto. Apds a revelacao, os cortes foram lavados com
PB 0,01 M e logo em seguida foram encubados com albumina 5% por uma hora,

para o bloqueio das ligagdes inespecificas, e posteriormente foram incubados com
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primeiro anticorpo anti-OT (1:20 000, Bachem) durante uma hora em temperatura
ambiente e em seguida durante 48 horas, a 4 °C. No terceiro dia, os cortes foram
lavados com PB 0,01 M e incubados com o segundo anticorpo biotinilado (1:200,
Vector), durante uma hora sob agitacédo leve. Em seguida, os cortes foram lavados
com PB 0,01 M e depois incubado com solugdo ABC (1:200, Vectastain) por uma
hora sob agitagao. Apods, os cortes foram lavados novamente com PB 0,01M, e para
a revelacdo empregou-se DAB, cuja reagdo conferiu ao citoplasma cor marrom
escura, e depois foram lavados trés vezes os cortes com PB 0,01 M por 5 min cada.
Em seguida, os cortes foram montados em laminas histologicas, para posterior
analise em microscopio Optico. As fotomicrografias representativas foram feitas com
0 auxilio de um sistema de imagem acoplado ao microscépio (Motic). A delimitagéo
do PVN foi realizada com base nas coordenadas descritas por Paxinos e Watson
(2009). As porgdes parvocelular medial (PaMP) e parvocelular posterior (PaPo) do
PVN foram avaliadas nas coordenadas -1,8 e -2,12 mm em relagdo ao bregma,

respectivamente, conforme o esquema a seguir.

Figure 25

Figura 1. Cortes coronais
mostrando as coordenadas -
1,8 e -2,12 mm em relagao
ao Bregma. Nos destaques
estdo em vermelho a porcao
parvocelular medial (PaMP)
e em azul a porgao
parvoceluar posterior (PaPo)
do nucleo paraventricular do
hipotalamo, que  foram
consideradas no estudo.
Retirado de Paxinos e
Watson (2009).

Interaural 6.88 mm Bregma -2.12 mm
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3.10 Analise estatistica

A distribuicdo normal e a homogeneidade dos dados foram testados e os
resultados foram entdo analisados por Analise de Variancia (ANOVA) two-way
Anova, sendo apresentados como médias + erro padrdo da média (e.p.m.). Os
calculos e os testes paramétricos foram realizados no programa Graph Pad Prism

6.0 e Sigma Plot 11.0, considerando o nivel de significancia de 5% (p<0,05).

4 RESULTADOS

4.1 Efeito do pré-tratamento central com o antagonista do receptor de OT na
microinjecao de VIP sobre alguns parametros plasmaticos

Pelos resultados da figura 2, verifica-se hiperglicemia (mg/dL™") apéds
microinjegdo de VIP (SAL-VIP, n=14: 171,92 = 5,35; p<0,001) comparado com o
grupo salina (SAL-SAL, n=15: 113,26 + 5,17). O grupo tratado com OVT nao diferiu
do grupo salina (OVT-SAL, n=17: 116,57 * 4,85), no entanto, OVT reduziu
significativamente (p<0,001) a glicemia quando microinjetado antes do VIP (OVT-
VIP, n=13: 140,03 = 5,55), entretanto o grupo OVT-VIP apresentou aumento da
glicemia quando comparado ao grupo OVT-SAL (p<0,003).

A concentracdo plasmatica de corticosterona (ug.dL”) aumentou
significativamente (p<0,001) apds a microinje¢cao de VIP (SAL-VIP, n=14: 50,31 %
3,33) ou de OVT-SAL (42,13 £ 3,02; n=17) em relagdo ao grupo salina SAL-SAL
(32,50 £ 3,22; n=15); o grupo OVT-SAL néo foi diferente dos grupos SAL-VIP e
OVT-VIP (50,61 + 3,46; n=13) (figura 3).

Os valores plasmaticos de AGL (umoles.dL™") diminuiram ap6és a microinjecdo
de VIP (SAL-VIP, n=14: 58,04 + 4,34) quando comparado ao grupo salina (SAL-SAL,
n=15: 76,93  4,20). Por outro lado, houve aumento dos AGL com microinjecdo de
OVT (OVT-SAL, n=17: 77,12 £ 3,94) ou quando VIP foi microinjetado apés o OVT
(OVT-VIP, n=13: 78,21 + 4,51) em comparagao com o com o grupo SAL-SAL ou
SAL-VIP, respectivamente. Os grupos OVT-SAL e OVT-VIP nao diferiram

estatisticamente entre si (figura 4).
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Figura 2. Valores médios (+ e.p.m.) da concentracdo plasmatica de glicose
(mg.dL™") de ratos microinjetados ICV com salina (SAL), peptideo intestinal
vasoativo (VIP) ou vasotocina (OVT). *Diferente do grupo SAL-SAL (p<0,001).
*Diferente dos grupos SAL-VIP (p<0,019) e *diferente do grupo OVT-SAL
(p<0,003). Resultados analisados por analise de variancia two-way ANOVA.

Corticosterona (HgldL)

Figura 3. Valores médios (+ e.p.m.) da concentragdo plasmatica de
corticosterona (ug.dL™) de ratos microinjetados ICV com salina (SAL), peptideo
intestinal vasoativo (VIP) ou vasotocina (OVT). *Diferentes do grupo SAL-SAL
(p<0,001). Resultados analisados por analise de variancia two-way ANOVA.
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Figura 4. Valores médios (+ e.p.m.) da concentragdo plasmatica de acidos
graxos livres (umoles.dL™) de ratos microinjetados ICV com salina (SAL),
peptideo intestinal vasoativo (VIP) ou vasotocina (OVT). *Diferente do grupo
SAL-SAL (p<0,003). *Diferente do grupo SAL-VIP (p<0,002). Resultados
analisados por analise de variancia two-way ANOVA.

4.2 Efeito do pré-tratamento com o antagonista do receptor de OT na
microinjecao central de VIP na quantidade de alimento ingerido

Pelos resultados da figura 5, observa-se reducado significativa da ingestao
alimentar (g/100 g peso corpdéreo) apos a microinjecao de VIP (grupo SAL-VIP,
n=15: 1,85 + 0,25) em relagdo ao grupo salina (SAL-SAL, n=16: 3,58 = 0,24); por
outro lado, n&o diferiram entre si os grupos OVT-SAL (3,06 = 0,23; n=18) e OVT-VIP
(2,42 £ 0,24; n=17) e os grupos OVT-VIP e SAL-VIP.

Ingestdo alimentar Total
(9/100g peso corporeo)

Figura 5. Valores médios (x e.p.m.) da quantidade de alimento ingerido (g/100g
peso corpéreo) por duas horas, apés microinjecao (ICV) de salina (SAL), peptideo
intestinal vasoativo (VIP) ou vasotocina (OVT) em ratos. *Diferente do grupo SAL-
SAL (*p<0,001). Resultados analisados por analise de variancia two-way ANOVA.
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4.3 Analise imuno-histoquimica FRA-OT

A figura 6 mostra fotomicrografias representativas de imunoistoquimica FRA-
OT no PaMP dos grupos salina e VIP. Pode-se observar que houve um aumento
qualitativo no numero de neurbnios imunorreativos para FRA e dupla marcagao
FRA-OT no PaMP no grupo VIP, comparado ao grupo salina. Na figura 7 estao
apresentadas fotomicrografias de imunoistoquimica FRA-OT no PaPo dos grupos
salina e VIP. Tal como para o PaMP, pode-se obervar que a microinje¢do de VIP
promoveu um aumento qualitativo no numero de neurdnios imunorreativos para FRA

e dupla marcagao FRA-OT no PaPo, comparado com o tratamento com salina.

SALINA VIP
. . rS -
AR F i cg e g T
4 ' ."-.7 L 4 B - W e
< 3 - < g s o - AT o Y 4‘.
< : A ‘.‘ " " .- L4 . ‘. L . ] v -t
4 T S - f 3 ~ . s V' e .
y *a . 3 - '. -, :l -
= " o | . ‘ }'r “: = e “‘." - ‘e
‘: ’/ ""'. P ¥ b, "% .‘ - .".\f
o8 R : o
w - .D-‘f}b'iﬂ' 1 3} &% i.l S ,;.
5 ‘. - - b - . ™ R _w (4
_‘ " L s b * ". "ﬁ“-
® - - ‘- -
'; * Lo l
s ;> Be 8 .
3 » . )
L v i \f o
] ) Y s L
't r »
"
Y \ \ . F
re \
C QX 4
e g = \ Al
: 2
¥
, A B
. i
A
« ’
o
" P -
“To0um 2
]

Figura 6. Fotomicrografias representativas (aumento de 10x A e B) das secg¢bes coronais, que mostram
a imunorreactividade FRA-OT na subdivisao PaMP do PVN de animais microinjetados com salina (A e
C) ou VIP (B e D). C e D representam a area onde a fotomicrografia foi tirada com um aumento de 40x.
As setas em A e C apontam neurbénios OT sem dupla marcagcdo com FRA, B e D apontam uma dupla
marcacao FRA-OT.
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Figura 7. Fotomicrografias representativas (aumento de 10x A e B) das secgbes coronais, que
mostram a imunorreactividade FRA-OT na subdivisdo PaPo do PVN de animais microinjetados com
salina (A e C) ou VIP (B e D). C e D representam a area onde a fotomicrografia foi tirada com um
aumento de 40x. As setas em A e C apontam neurbénios OT sem dupla marcacdo com FRA, B e D
apontam uma dupla marcagao FRA/OT.
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5 DISCUSSAO

No presente trabalho, a microinjecdo ICV do antagonista de receptor de
ocitocina, OVT, seguida da microinjecao de VIP foi realizada para avaliar o efeito da
ocitocina nas respostas anorexigénica e metabdlicas do VIP e para isso foram
analisados parametros plasmaticos e de ingestao.

O efeito de hiperglicemia observado apds microinje¢ao ICV de VIP corrobora
dados obtidos por Nagai (1994), sendo essa hiperglicemia promovida por VIP uma
resposta semelhante a induzida pela injecdo (ICV) de 2-deoxy-D-glucose com
hiperglucagonemia associada sem elevacdo na insulina do sangue. O pré-
tratamento com OVT promoveu bloqueio parcial do efeito do VIP, isto é, o
antagonista de ocitocina atenuou a hiperglicemia promovida pelo VIP. Verifica-se,
pela literatura, que infusdo de ocitocina pela veia safena promove aumento da
glicemia em caes conscientes, sendo essas alteragdes acompanhadas por aumento
rapido da producgao de glicose e em seguida um aumento da captacéo dessa glicose
(ALTSZULER e HAMPSHIRE, 1981). Em humanos saudaveis, da mesma forma,
administracao periférica de ocitocina aumenta a concentragao de glicose no sangue
(VILA et al., 2009). Neste estudo, a microinjecao de OVT foi capaz de reduzir a
hiperglicemia promovida pelo VIP, como pode ser observado na figura 2.

O VIP também aumentou a concentracao de corticosterona plasmatica (figura
3), corroborando estudos de Alexander e Sander (1994) que mostraram que o VIP
induz elevagdes de corticosterona no plasma de ratos quando microinjetado no PVN.
Além disso, Itoh et al. (1982) mostraram que o VIP causa aumento de corticosterona
no plasma quando administrado ICV, mas ndo quando injetado intraperitonealmente,
sugerindo que o VIP estimula os neurénios CRH direta ou indiretamente. Estudos
como os de Windle et al. (1997) mostram que a ocitocina ICV, diminui a
corticosterona no sangue em resposta ao estresse por barulho, e suportando a
hipotese de que a ocitocina enddgena pode modular as repostas fisiologicas
importantes ao estresse. Visto que o VIP é capaz de elevar a corticosterona, a OT
teria um papel em reduzi-la e o seu antagonista a capacidade de elevar a
corticosterona. Neste trabalho a OVT preveniu a somagao de resposta da
corticosterona em animais OVT-VIP.

Os acidos graxos livres plasmaticos apresentaram-se diminuidos apés

microinje¢ao de VIP (figura 4) e esse resultado entra em contraste com a literatura.
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Araujo (2003) verificou aumento de AGL no sangue de ratos microinjetados com VIP
no PVN. Da mesma forma, Richter et al. (1988) observaram que o VIP estimula o
aumento da liberagcao dos AGL pelo tecido adiposo humano in vitro. A vasotocina
sozinha foi capaz de promover aumento dos acidos graxos livres, e Mirsky (1963)
observou diminuigdo da concentragdo de acidos graxos livres no plasma de céaes
diabéticos e nao diabéticos com injecao intravenosa de ocitocina. Além disso, Vila et
al., em 2009, verificaram que a injecdo intravenosa de ocitocina, em homens
saudaveis, aumentava os acidos graxos livres plasmaticos e que a ocitocina reduziu
os acidos graxos quando o aumento era produzido por lipopolisacarideo, mostrando
assim o papel da ocitocina como um importante regulador da homeostase energética
e da resposta ao estresse. Neste trabalho o VIP reduziu os AGL, causando contraste
com a literatura, e o OVT foi capaz de reverter a resposta promovida pelo VIP nos
dados apresentados.

A OT e o CRH possuem agdes similares no efeito inibitério da ingestao
alimentar, e esse efeito causado pelo CRH é completamente bloqueado pelo
tratamento ICV com OVT, sugerindo que a OT seja um possivel mediador central da
anorexia induzida por CRH (OLSON et al., 1991). CCK também é capaz de reduzir a
ingestao alimentar em animais de jejum e a OVT reduz significativamente essa agéao
(BLEVINS et al., 2003). A OVT também é capaz de atenuar os efeitos de reducéo de
ingestao alimentar causados pela leptina (BLEVINS et al., 2004). Dessa forma, a OT
parece ser um importante mediador do efeito anorexigeno de diferentes tratamentos.

Neste trabalho houve diminuicdo da ingestdo alimentar nos ratos que
receberam VIP (figura 4). Esses dados corroboram estudo de Araujo (2003), que
observou diminuicdo da ingestdo de alimentos quando microinfundiu VIP no PVN de
ratos, e de Ghourab et al. (2011), que observaram diminuigdo potente e de curta
duragcédo da ingestdo de alimentos e aumento da atividade e do gasto de energia
apos injegao de VIP ICV. Os grupos OVT néo diferiram entre si e nem mesmo
diferiram do grupo SAL-VIP. Estudos de Arletti et al. (1990) mostram que a ocitocina
injetada em ratos ICV inibe a ingestdo de alimentos e agua e que o pré-tratamento
com a OVT previne o efeito da ocitocina nesse comportamento. Olson et al. (1990),
também com inje¢cdes ICV de ocitocina e um agonista, mostraram o bloqueio da
ingestdo alimentar com reversdao desse bloqueio com pré-tratamento com

antagonista, e também nao observaram aumento de insulina e glucagon, que
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normalmente sdo reportados em experimentos de administracdo periférica de OT.
No presente trabalho, o VIP reduziu a ingestdo alimentar e a microinjecdo de OVT,
que € capaz de reverter o bloqueio de ingestdo promovido pela OT em outros
trabalhos, promoveu reversao parcial da hipofagia mediada pelo VIP.

Os dados obtidos nesse trabalho sobre neurénios OT corroboram a literatura.
A OT é um peptideo sintetizado nos neurdnios magnocelulares e parvocelulares do
PVN (GIMPL, 2001). Dentro das subdivisbes do hipotalamo, a regido do PaPo é
conhecida por participar no controle de atividade simpatica e da regulagdo da
ingestao de alimentos (SWANSON e KUYPERS, 1980; SAWCHENKO,1998) e o
PaMP encontra-se em uma regido com uma maior expressao de neurénios CRH. A
administracdo ICV de OT ou CRH ativam a expressé&o de FOS em regides do tronco
encefalico caudal que regulam a ingestédo alimentar (BENOIT et al, 2000; OLSON et
al., 1993). Andlises de c-Fos mostram um aumento significativo de neurdnios ativos
quando ha administracdo de CCK (i.p.) em regides do nucleo do trato solitario
levando a redugdo na ingestdo alimentar, o tratamento com OVT, reverte esse
efeito, e a marcacdo com c-Fos indica que os axbnios de neurbnios OT, que
descendem do PVN para o NTS sao posicionados para interagir com neurdnios do
NTS que respondem ao sinal periférico de CCK. Estudos de imunoistoquimica
mostraram que o OVT é capaz de bloquear a habilidade da leptina em potencializar
a ativagao de c-Fos de CCK no NTS, sugerindo que neurbnios que contém ocitocina
sdo componentes chaves de uma via descendente do PVN parvocelular para o NTS
(BLEVINS et al, 2004). FRA (antigenos relacionados a Fos) sao proteinas
quimicamente semelhantes ao FOS que alteram a transcrigdo celular, positiva ou
negativamente, em resposta aos sinais na superficie celular, e sdo uteis na
avaliacao de ativacdo neuronal (DRAGUNOW, 1990; MORGAN e CURRAN, 1989;
SHARP et al., 1991; HOFFMAN et al., 1993). A analise imunoistoquimica revela um
aumento qualitativo na expressdo de FRA no grupo que recebeu microinjecdo de
VIP. Apds a microinje¢do de VIP, observaram-se também neurdnios duplamente
marcados (FRA-OT), evidenciando a ativagdao de neurbnios que expressam OT na
regido parvocelular do PVN, sugerindo a participagdo de neurbénios OT no controle

de ingestéo alimentar promovido pelo VIP.
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6 CONCLUSAO

Os resultados permitiram concluir que:

e O VIP promoveu hiperglicemia e redugdo da ingestdo alimentar e o pré-
tratamento com o antagonista do receptor de ocitocina (OVT) diminuiu estes
efeitos do VIP.

e O VIP promoveu a elevacao plasmatica da corticosterona e diminui¢cao plasmatica
dos acidos graxos livres quando comparado ao seu controle; e o OVT nao alterou

essas respostas.

e Houve dupla marcacdo de neurbnios FRA-OT (antigenos relacionados a FOS-
Ocitocina) na posigao parvocelular do PVN, sugerindo a participagao de neurdnios

ocitocinérgicos no controle da ingestdo promovida pelo VIP.

Os resultados obtidos mostram que o tratamento prévio com OVT reverte
parcialmente o efeito anorexigeno e algumas alteragdes metabdlicas plasmaticas
promovidas pelo VIP. A anadlise qualitativa da imunoistoquimica evidéncia
participacdo de neurbnios OT, sugerindo que a ocitocina possa ser um regulador do

VIP na homeostase energética.
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