
 

 

MARCELA CRISTINA GARNICA SIQUEIRA 

 

 

 

 

PAPEL DO EIXO HIPOTÁLAMO-HIPÓFISE-ADRENAL 

SOBRE OS EFEITOS DO PEPTÍDEO INTESTINAL 

VASOATIVO NO CONTROLE DA HOMEOSTASE 

ENERGÉTICA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Londrina 
2019 



 

 
 

 
 
 

 

MARCELA CRISTINA GARNICA SIQUEIRA 

 

 

 

 

PAPEL DO EIXO HIPOTÁLAMO-HIPÓFISE-ADRENAL SOBRE 

OS EFEITOS DO PEPTÍDEO INTESTINAL VASOATIVO NO 

CONTROLE DA HOMEOSTASE ENERGÉTICA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Londrina 
2019 

PROGRAMA MULTICÊNTRICO DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS FISIOLÓGICAS 

 



 
 

 

MARCELA CRISTINA GARNICA SIQUEIRA 

 

 

 

 

 

 

 

PAPEL DO EIXO HIPOTÁLAMO-HIPÓFISE-ADRENAL SOBRE 

OS EFEITOS DO PEPTÍDEO INTESTINAL VASOATIVO NO 

CONTROLE DA HOMEOSTASE ENERGÉTICA 

 

Tese apresentada ao Programa Multicêntrico de 

Pós-Graduação em Ciências Fisiológicas da 

Universidade Estadual de Londrina, como requisito 

parcial para obtenção do título de Doutorado. 

 

Orientadora: Profa. Dra. Cássia Thaïs B. V. Zaia 

Co-orientador: Prof. Dr. Ernane Torres Uchôa 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Londrina 
2019 



2 
 

MARCELA CRISTINA GARNICA SIQUEIRA 

 

 

 

PAPEL DO EIXO HIPOTÁLAMO-HIPÓFISE-ADRENAL 

SOBRE OS EFEITOS DO PEPTÍDEO INTESTINAL 

VASOATIVO NO CONTROLE DA HOMEOSTASE 

ENERGÉTICA 

 

Tese apresentada ao Programa Multicêntrico de 

Pós-Graduação em Ciências Fisiológicas da 

Universidade Estadual de Londrina, como requisito 

parcial para obtenção do título de Doutorado. 

 

BANCA EXAMINADORA 

 

_________________________________ 

Profa. Dra. Cássia Thaïs B. V. Zaia 

Universidade Estadual de Londrina - UEL 

 

_________________________________ 

Profa. Dra. Gislaine Garcia Pelosi Gomes 

Universidade Estadual de Londrina - UEL 

 

_________________________________ 

Profa. Dra. Maria Fernanda R. Graciano 

Universidade Estadual de Londrina - UEL 

 

_________________________________ 

Profa. Dra. Glaura Scantamburlo Fernandes 

Universidade Estadual de Londrina - UEL 

 

_________________________________ 

Profa. Dr. Rodrigo César Rorato 

Universidade de Ribeirão Preto 

 

 
 
 

Londrina, 05 de julho de 2019. 



3 
 

AGRADECIMENTOS 

 

Aos meus orientadores, Profª Draª Thaïs Zaia e Profº Drº Ernane Torres Uchôa, pelo 

carinho, dedicação e paciência demonstrados todos os dias através da constante 

presença e orientação em cada fase deste trabalho, exemplos para meu crescimento 

profissional e pessoal. E seus cônjuges, Profº Drº Dimas Zaia, e Profª Draª Cristiane 

Mota Leite, pela disposição em auxiliar e contribuir para que este trabalho pudesse 

ser o melhor possível. 

 

À minha família, que nesses quatro anos cresceu e trouxe ainda mais felicidade. Meu 

esposo, Jeferson, e meu filho, Luca, presentes do céu que trouxeram propósito pra 

minha vida e tornaram minha caminhada mais leve. Meus pais, Vera e Francisco, por 

sempre estarem dispostos a atender meus pedidos de ajuda, pela compreensão, 

carinho e torcida. Ao proporcionarem as melhores condições para meu crescimento 

permitiram que eu pudesse chegar até aqui. Ao Léo, Jack e Vitor, agradeço pelos 

conselhos, pela torcida e pelo carinho sempre demonstrado em forma de palavras e 

gestos. 

 

Às minhas amigas e companheiras de laboratório durante todo este trajeto, em 

especial, à Andressa, sempre presente, disposta e animada!!! Obrigada por ser minha 

mão direita (e esquerda quando eu não podia estar presente), você fez toda a 

diferença, e merece muito sucesso!! Obrigada pelo comprometimento aos 

experimentos, pela compreensão nos momentos de estresse e pelas risadas, sempre 

fundamentais. 

 

Aos laboratórios, técnicos e alunos que nos auxiliaram no uso dos aparelhos 

essenciais para a conclusão deste trabalho.  

 

Aos docentes, discentes e funcionários do Departamento de Ciências Fisiológicas, no 

auxílio e compreensão durante todo tempo de convivência. 

 

À CAPES, pelo apoio financeiro através da bolsa de doutorado. 

 

A tantas outras pessoas que contribuíram, direta ou indiretamente, com a minha 

formação e na concretização deste trabalho. 

 

 

 

 

 

 



4 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Se quer ir rápido, vá sozinho. Se quer ir longe, 

vá acompanhado”.  

 

                                          Provérbio Africano 

 



5 
 

GARNICA-SIQUEIRA, Marcela Cristina. Papel do eixo hipotálamo-hipófise-
adrenal sobre os efeitos do peptídeo intestinal vasoativo no controle da 
homeostase energética. 2019. 77 f. Tese (Doutorado em Ciências Fisiológicas) 
Londrina, 2019. 

 
 

RESUMO 
 
 
O peptídeo intestinal vasoativo (VIP) é um neuropeptídeo anorexigênico e, além de 
inibir a ingestão alimentar, sua microinjeção intracerebroventricular (ICV) promove 
aumento plasmático do hormônio adrenocorticotrófico e de corticosterona, indicando 
que o VIP ativa o eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA), eixo este que desempenha 
importante papel na homeostase energética. O objetivo deste trabalho foi investigar 
o papel do eixo HPA sobre os efeitos da microinjeção ICV de VIP na ingestão 
alimentar e parâmetros metabólicos plasmáticos. Para isto, foram avaliados os efeitos 
de VIP, em animais adrenalectomizados (ADX) com ou sem reposição de 
corticosterona, sobre a ingestão alimentar, parâmetros plasmáticos e a expressão de 
RNAm do receptor de VIP tipo 2 (VPAC2) em núcleos hipotalâmicos. Em animais 
intactos, foram avaliadas a ativação neuronal e a expressão de RNAm de fator 
liberador de corticotrofina (CRF) no núcleo paraventricular do hipotálamo (PVN) 
induzidas pelo VIP e o efeito do pré-tratamento com antagonistas do receptor de CRF 
tipo 1 (CRFR1), a antalarmina (ANT), e do receptor de CRF tipo 2 (CRFR2), a 
antisauvagina-30 (AS30), em resposta à administração de VIP sobre ingestão 
alimentar e parâmetros plasmáticos. O VIP promoveu hipofagia, 
hipercorticosteronemia, hiperglicemia e redução de ácidos graxos livres plasmáticos. 
A ADX atenuou estas respostas e reduziu a expressão de RNAm de VPAC2 no ARC 
e LHA, mas não no PVN. O VIP também aumentou o número de neurônios 
imunorreativos aos antígenos relacionados ao Fos (FRA) e a expressão de RNAm de 
CRF no PVN. ANT e AS30 atenuaram a inibição da ingestão alimentar promovida 
pelo VIP, sendo o efeito da ANT mais pronunciado. ANT e AS30 atenuaram o 
aumento da concentração plasmática de corticosterona e a diminuição da 
concentração plasmática de ácidos graxos livres, mas apenas a AS30 atenuou a 
hiperglicemia induzida pelo VIP. Estes resultados indicam que a ADX abole a 
hipofagia e as alterações metabólicas plasmáticas do VIP, sendo estes efeitos 
relacionados com a redução da expressão de VPAC2 no hipotálamo de animais ADX, 
e que o CRF é um mediador dos efeitos de VIP no balanço energético, sendo CRFR1 
e CRFR2 participantes dessas respostas. Em resumo, o eixo HPA é de grande 
importância para os efeitos do VIP na homeostase energética, sendo o CRF um 
importante mediador hipotalâmico dessas respostas. 
 
Palavras-chave:  Núcleo paraventricular do hipotálamo. Fator liberador de 

corticotrofina. Ingestão alimentar. Corticosterona. Receptor de VIP 
tipo 2. Antalarmina. Antisauvagina-30. 

 

 

 

 



6 
 

GARNICA-SIQUEIRA, Marcela Cristina. Role of hypothalamic-hypophysis-adrenal 
axis on the effects of vasoactive intestinal peptide in the control of energy 
homeostasis. 2019. 77 p. Thesis (PhD in Physiological Sciences) Londrina, 2019. 
 
 

ABSTRACT 
 
 
Vasoactive intestinal peptide (VIP) is a neuropeptide that acts as an anorectic signal 
by inhibiting food intake, and its intracerebroventricular (ICV) microinjection promotes 
increase of adrenocorticotropic hormone and corticosterone plasma levels, indicating 
that VIP activates hypothalamic-hypophysis-adrenal (HPA) axis. In addition, it is 
known that HPA axis plays important role in energy homeostasis. Thus, the aim of this 
study was to investigate the role of the HPA axis on the effects of ICV microinjection 
of VIP on food intake and plasma metabolic parameters. For this, it was evaluated VIP 
effects in adrenalectomized (ADX) animals, with or without replacement of 
corticosterone, on food intake and plasma parameters, as well as the expression of 
VIP type 2 receptor (VPAC2) mRNA in hypothalamic nuclei. In intact animals, it was 
evaluated the effects of ICV administration of VIP on the activity of neurons and 
corticotrophin-releasing factor (CRF) mRNA expression in the paraventricular nucleus 
of the hypothalamus (PVN), as well as the effect of pretreatment with CRF type 1 
receptor (CRFR1) antagonist, antalarmine (ANT) and CRF type 2 receptor (CRFR2) 
antagonist, antisauvagine-30 (AS30), on VIP-induced changes on food intake and 
plasma parameters. VIP promoted hypophagia, hyperglycemia, 
hypercorticosteronemia, and reduction of plasma free fatty acids. ADX attenuated 
these effects, and reduced mRNA expression of VPAC2 in lateral hypothalamic area 
and arcuate nucleus, but not in PVN. In addition, VIP increased the number of Fos-
related antigens (FRA)-immunoreactive neurons and CRF mRNA levels in the PVN. 
Both ANT and AS30 treatment attenuated the inhibition of food intake promoted by 
VIP, ANT showed a more pronounced effect. ANT and AS30 attenuated the increase 
in plasma corticosterone levels and reduction of free fatty acids plasma levels, and 
only AS30 was able to attenuate the hyperglycemia induced by VIP. These results 
indicate that ADX abolishes VIP-induced hypophagia and plasma metabolic changes, 
being these effects associated with reduction of VPAC2 expression in the 
hypothalamus in ADX animals, as well as that CRF is a mediator of VIP effects on 
energy balance, both CRFR1 e CRFR2 participating in these responses. In summary, 
HPA axis is crucial for VIP effects on energy homeostasis, and CRF is an important 
hypothalamic mediator of this responses.  
 
Key words:  Paraventricular nucleus of the hypothalamus. Corticotrophin-

releasing factor. Food intake. Corticosterone. VIP receptor type 2. 
Antalarmine. Antisauvagine-30. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A homeostase energética trata-se de um processo regulatório ativo entre o 

consumo e o gasto energético, o qual provê estabilidade em relação aos estoques de 

energia corporal em forma de tecido adiposo (SCHWARTZ et al., 2000). O controle da 

homeostase energética tem sido objeto de investigação para se compreender os 

mecanismos envolvidos no controle da ingestão alimentar. A integração de sinais, 

provenientes da periferia do organismo com sinais elaborados no sistema nervoso 

central (SNC), é responsável pela regulação do comportamento alimentar e do gasto 

energético (HAVEL, 2001).  

O hipotálamo tem posição de destaque neste controle, pois coordena e integra 

sinais centrais e periféricos para elaborar respostas neuroquímicas e neuroendócrinas 

apropriadas. Alguns núcleos hipotalâmicos participam ativamente no controle da 

ingestão de alimentos e balanço energético (ZAIA et al., 1997; WILLIAMS et al., 2001). 

O núcleo arqueado do hipotálamo (ARC), por estar localizado adjacente ao terceiro 

ventrículo e à eminência mediana, possui neurônios com receptores que respondem as 

concentrações circulantes de insulina e leptina (SCHWARTZ et al., 1992a, 1992b; 

FRIEDMAN; HALAAS, 1998; BRUIJNZEEL et al., 2011; RIEDIGER, 2012). Esses 

hormônios agem nas subpopulações neuronais do ARC, onde alteram a expressão de 

diferentes neuropeptídeos envolvidos no controle da ingestão alimentar. Esses 

neurônios do ARC se projetam para alguns núcleos hipotalâmicos, entre eles, o núcleo 

paraventricular do hipotálamo (PVN), evidenciando assim o papel do ARC na integração 

de sinais para a homeostase energética (HALFORD et al., 2003; BOURET, 2004). 

O PVN exerce papel central no controle da homeostase energética, é ativado 

após a ingestão alimentar (SINGRU et al., 2007), está envolvido nas respostas de 

saciedade por receber projeções do ARC e do núcleo do trato solitário (NTS), e 

expressar peptídeos orexigênicos e anorexigênicos (SCHWARTZ et al., 2000). A região 

parvocelular medial do PVN (PaMP) é responsável por produzir mediadores que 

projetam-se para a eminência mediana. As regiões paraventricular ventral (PaV) e 

parvocelular posterior (PaPo) possuem neurônios que se projetam para áreas de 

controle autonômico, como o NTS. E as áreas magnocelular lateral e magnocelular 

medial do PVN possuem neurônios produtores de vasopressina e ocitocina (OT) que 

enviam suas projeções axonais para a neuro-hipófise (ARMSTRONG et al., 1980). 
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Outros núcleos envolvidos no controle da ingestão de alimentos são o núcleo 

ventromedial do hipotálamo (VMH), o núcleo dorsomedial do hipotálamo (DMH) e a área 

hipotalâmica lateral (LHA). O VMH tem papel importante na inibição da ingestão 

alimentar, por possuir receptores para a leptina que atua como um mediador 

anorexígeno, e lesão bilateral do VMH gera hiperfagia e obesidade em ratos (ZAIA et al., 

1987; SATOH et al., 1997a). A destruição bilateral do DMH, assim como do VMH, resulta 

em hiperfagia e obesidade (BELLINGER; BERNARDIS, 2002), ambos os núcleos são 

sensíveis a alterações circulantes periféricas (glicose, ácidos graxos, hormônios), 

ativando outros núcleos para determinar maior ou menor ingestão de alimentos, 

demonstrando como sua principal função a integração e o processamento de 

informações entre núcleos hipotalâmicos (ELMQUIST et al., 1998; BELLINGER; 

BERNARDIS, 2002; JEONG; LEE; JO, 2017). Por outro lado, sabe-se que o LHA recebe 

projeções do ARC e produz neuropeptídeos orexigênicos (SIMPSON; MARTIN; BLOOM, 

2009) e destruição bilateral desse núcleo gera inibição da ingestão alimentar 

(WELKENHUYSEN et al., 2008).  

Estes núcleos hipotalâmicos possuem projeções e conexões intrínsecas, e 

também expandem projeções que alcançam outras regiões encefálicas, como o tronco 

encefálico, onde o NTS tem papel crucial em direcionar os sinais hipotalâmicos para o 

sistema autonômico pela ativação ou inibição de vias neuronais descendentes 

(SCHWARTZ, 2010). 

Neuropeptídeos orexígenos e anorexígenos são produzidos por neurônios 

envolvidos neste complexo controle. Neurônios do ARC expressam peptídeos 

relacionados à ingestão alimentar, dentre os peptídeos orexígenos têm-se o 

neuropeptídeo Y (NPY) e a proteína relacionada ao Agouti (AgRP) (MORLEY et al., 

1987; AKABAYASHI et al., 1994; EBIHARA et al., 1999). No controle dos sinais 

anorexígenos participam o transcrito regulado por cocaína e anfetamina (CART) 

(SIMPSON; MARTIN; BLOOM, 2009), o fator liberador de corticotrofina (CRF) (UEHARA 

et al., 1998), o hormônio estimulante de α-melanócitos (α-MSH) (WOODS et al., 1998), 

a OT (ARLETTI; BENELLI; BERTOLINI, 1989), e o peptídeo intestinal vasoativo (VIP) 

(ALMEIDA et al., 2002), entre outros. 

O VIP é um peptídeo de 28 aminoácidos, da família do glucagon-secretina, 

descoberto no duodeno de porcos como um hormônio do trato gastrointestinal, capaz de 

induzir vasodilatação e hipotensão (SAID; MUTT, 1970). Demonstrou-se posteriormente 

que o VIP está presente no sistema nervoso central e periférico (SCHUTZBERG et al., 
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1980), sendo reconhecido como um neuropeptídeo com propriedades 

neuromodulatórias. Neurônios que expressam o VIP estão distribuídos em diversas 

áreas do SNC, como córtex, hipocampo, núcleo amigdalóide, tálamo e hipotálamo. O 

núcleo hipotalâmico supraquiasmático (SCN) apresenta grande concentração de 

neurônios VIPérgicos e está normalmente co-localizado com neurônios GABAérgicos. 

Os receptores de VIP, VPAC1 e VPAC2, acoplados à proteína G, estão distribuídos no 

SNC, e estimulam preferencialmente a enzima adenilato ciclase e o aumento intracelular 

de AMPc. VPAC1 é expresso principalmente no hipocampo e córtex cerebral e em menor 

quantidade no hipotálamo (JOO et al., 2004). VPAC2 é expresso no tálamo, hipotálamo, 

tronco encefálico e amígdala (SHEWARD; LUTZ; HARMAR, 1995). No hipotálamo, 

VPAC2 é encontrado nos núcleos supraóptico, SCN, ARC e preferencialmente na região 

parvocelular do PVN, assim como, na hipófise anterior (GERHOLD; HORVATH; 

FREEMAN, 2001), onde controla a atividade e secreção de hormônios como prolactina 

e OT, sendo que a expressão do receptor VPAC2 está presente em áreas associadas 

às funções neuroendócrinas no SNC (USDIN; BONNER; MEZEY, 1994). As fibras 

nervosas VIPérgicas provavelmente alcançam a eminência mediana e terminam 

próximas aos capilares do sistema portal hipotálamo-hipófise (NUSSDORFER; 

MALENDOWICZ, 1998). Interessantemente, o VIP atua como um forte sinal anorexígeno 

ao inibir a ingestão alimentar (ALMEIDA et al., 2002; GHOURAB et al., 2011) e estudos 

demonstram a ação do VIP em inibir a ingestão alimentar em galináceos (TACHIBANA 

et al., 2003), peixes (MATSUDA et al., 2005) e ratos (MARTINS et al., 2018). 

Microinjeção intracerebroventricular (ICV) de VIP em ratos resulta em aumento 

plasmático da concentração de glicose com diminuição da ingestão alimentar 

(GHOURAB et al., 2011), assim como, aumento de hormônio adrenocorticotrófico 

(ACTH) e corticosterona plasmática de maneira dose dependente, por estimular 

neurônios CRF e agir na regulação do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA) 

(ALEXANDER; SANDER, 1994; WANG et al., 1998). Entretanto, animais knockout para 

VIP (VIP -/-) apresentaram diminuição de peso corpóreo e massa adiposa, aumento de 

ingestão alimentar no período claro, e no jejum observou-se diminuição das 

concentrações plasmáticas de grelina e adiponectina, e aumento das concentrações 

plasmáticas de leptina, peptídeo semelhante ao glucagon-1 e o peptídeo YY, 

demonstrando que o VIP tem papel regulador chave no controle dos hormônios 

anorexígenos e orexígenos (VU et al., 2015). 
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Entre os sinais periféricos que participam do controle da ingestão alimentar estão 

a insulina, a leptina e os glicocorticoides (SAINSBURY; COONEY; HERZOG, 2002). Os 

glicocorticoides são produzidos na adrenal, controlados pelo eixo HPA, e atuam no 

metabolismo de carboidratos, lipídeos e proteínas, assim como, na resposta adaptativa 

ao estresse e ao promover o aumento do apetite e do peso corpóreo em humanos e 

roedores (ZAKRZEWSKA et al., 1999a). Kumar e Leibowitz (1988) demonstraram que a 

adrenalectomia (ADX) bilateral diminui a ingestão alimentar e o peso corpóreo, e a 

reposição de corticosterona estimula a ingestão alimentar, revertendo a anorexia 

induzida pela ADX nos animais, associada à menor expressão de NPY (STRACK et al., 

1995). 

A ADX bilateral tem sido amplamente utilizada para o estudo do eixo HPA e da 

ação dos glicocorticoides, que promovem a retroalimentação negativa na adeno-hipófise 

e no hipotálamo, inibindo a síntese e liberação de ACTH e CRF, respectivamente; ao 

passo que a reposição de corticosterona em animais adrenalectomizados atenua o 

aumento da secreção de ACTH e da expressão de CRF no PVN induzidos pela ADX 

(AKABAYASHI et al., 1994; DALLMAN et al., 1987; BEYER; MATTA; SHARP, 1988).  

A retirada dos glicocorticoides, por remoção das glândulas adrenais promove 

alteração na expressão dos neuropeptídeos relacionados ao controle da ingestão 

alimentar e homeostase energética (MAKIMURA et al., 2003). Dessa forma, estudos 

verificaram a presença de receptores para glicocorticoides nos neurônios hipotalâmicos 

que expressam NPY e AgRP (HISANO et al., 1988; CINTRA et al., 1991), e que os 

glicocorticoides têm o potencial de estimular, no ARC, a produção e liberação de AgRP 

e NPY para atuarem no PVN (LEON-MERCADO et al., 2017). Sabe-se também que a 

expressão de NPY no hipotálamo é aumentada pela administração de glicocorticoides 

(ZAKRZEWSKA et al., 1999b), e ADX diminui a expressão de NPY e AgRP no ARC 

(UCHOA et al., 2012). 

Como já mencionado, além do NPY e AgRP, a expressão de CRF no PVN 

também é alterada pelos glicocorticoides (AKABAYASHI et al., 1994; DALLMAN et al., 

1987; BEYER; MATTA; SHARP, 1988). O CRF, liberado do PVN, atua por meio de 

receptores específicos acoplados à proteína G, denominados CRFR1 e CRFR2. O 

CRFR1 possui grande distribuição no SNC, com expressão significativa no cerebelo, 

estruturas límbicas, núcleos da rafe dorsal e medial, PVN e hipófise anterior e intermedia 

(CHALMERS; LOVENBERG; DE SOUZA, 1995; VAN PETT et al., 2000), e está 

relacionado à ativação do eixo HPA, pela sua presença nos corticotrofos (GUTMAN et 
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al., 2003). O CRFR2 é expresso no bulbo olfatório, amígdala, hipocampo, núcleos da 

rafe, e no hipotálamo, no núcleo supraóptico, VMH e PVN (LOVENBERG et al., 1995; 

VAN PETT et al., 2000), áreas hipotalâmicas relacionadas ao controle da ingestão 

alimentar, sendo responsável pelos efeitos anoréxicos do CRF (VAUGHAN et al., 1995).  

A administração central de CRF diminui a ingestão alimentar em ratos, sugerindo 

que o aumento de secreção de CRF endógeno, em resposta à ausência da contra 

regulação dos glicocorticoides pode contribuir para a diminuição da ingestão alimentar 

após ADX (ARASE et al., 1988). Makino e colaboradores (1998) observaram diminuição 

da expressão de CRFR2 no VMH, após ADX, e aumento da expressão de CRF no PVN, 

demonstrando a importância do PVN na hipofagia induzida pela ADX.  

Para elucidar as ações relacionadas a cada receptor, antagonistas do receptor de 

CRF têm sido utilizados. A antalarmina, antagonista de alta afinidade do receptor 

CRFR1, promoveu redução dos valores basais de ACTH e corticosterona, demonstrando 

sua participação na regulação do eixo HPA (WONG et al., 1999). Uchoa e colaboradores 

(2009a) demonstraram que ADX promove hipofagia e aumenta a ativação de neurônios 

do NTS em resposta à alimentação, entretanto, tratamento com antagonista do receptor 

de CRFR2, antisauvagina-30, reverteu os dois parâmetros (UCHOA et al., 2010), 

evidenciando o papel deste receptor na redução da ingestão alimentar e na ativação das 

vias de saciedade relacionadas ao tronco cerebral após a ADX. Chotiwat e Harris (2008) 

observaram a participação de CRFR1 e CRFR2 nos efeitos do estresse na ingestão 

alimentar e peso corpóreo, sendo que a antalarmina reduziu as concentrações 

plasmáticas de corticosterona em ratos durante o estresse por imobilização (DE LA 

TREMBLAYE et al., 2014). 

A interação entre o eixo HPA e o VIP é evidenciada por Ceccatelli e colaboradores 

(1989) que reconheceram co-localização de VIP e CRF em neurônios parvocelulares do 

PVN de ratos; e na pituitária observou-se aumento da expressão de VIP após ADX, e o 

tratamento com dexametasona aboliu este efeito (JONES et al., 1990; LAM; 

SRIVASTAVA; TAM, 1992). Além disso, o VIP foi eficaz em estimular a liberação de 

ACTH e corticosterona em ratos (PRALONG; CORDER; GAILLARD, 1991), e de cortisol 

e ACTH em humanos com síndrome de Cushing (WATANOBE; TAMURA, 1994), sendo 

que a administração de dexametasona inibe esta resposta (WATANOBE; TAMURA, 

1997). Em galináceos, injeção ICV de VIP promoveu aumento da concentração 

plasmática de corticosterona e diminuição da expressão de CRF no diencéfalo, assim 

como de urocortina-3 e CRFR2 (KHAN et al., 2013). 
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Considerando a importância do VIP e do eixo HPA na regulação da homeostase 

energética, torna-se relevante o estudo da interação entre esses dois componentes no 

controle da ingestão alimentar. Dessa forma, o presente estudo avaliou os efeitos da 

ADX e dos receptores de CRF nas respostas induzidas pelo VIP na homeostase 

energética. 
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2 JUSTIFICATIVA  

  

 O VIP é um importante sinal anorexígeno no controle da homeostase energética. 

Sabe-se que o VIP promove diminuição da ingestão alimentar e aumento da glicemia e 

de corticosterona plasmática, parâmetros controlados pelo eixo HPA. É de grande 

relevância compreender os mecanismos envolvidos com a atuação de VIP pois permitirá 

elucidar e expandir a visão do complexo controle da homeostase energética. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivos gerais 

 

Avaliar o papel do eixo HPA sobre os efeitos da microinjeção ICV de VIP sobre 

parâmetros plasmáticos e ingestão alimentar de ratos. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

Os objetivos específicos do trabalho constituem em avaliar: 

 

1) Em animais adrenalectomizados, com ou sem reposição de corticosterona: 

a. Os efeitos da administração de VIP sobre a ingestão alimentar e parâmetros 

plasmáticos (glicose, ácidos graxos livres e corticosterona); 

b. A expressão de RNAm de VPAC2 no LHA, PVN e ARC. 

 

2) Em animais intactos, a resposta à administração central de VIP sobre: 

a. A ativação neuronal no PVN; 

b. A expressão de RNAm de CRF no PVN. 

 

3) Em animais intactos, o efeito do pré-tratamento com antagonistas de receptores de 

CRF do tipo 1 ou do tipo 2, em resposta à administração central de VIP sobre a 

ingestão alimentar e parâmetros plasmáticos (glicose, ácidos graxos livres e 

corticosterona). 
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4 METODOLOGIA 

 

4.1 Animais 

 

Foram utilizados ratos Wistar (n = 354; 260-280 g), provenientes do Biotério 

Central da Universidade Estadual de Londrina (UEL) e mantidos no biotério setorial do 

Departamento de Ciências Fisiológicas (CIF), com ambiente de luz (ciclo 12 h 

claro/escuro) e temperatura (23 ± 2 °C) controladas, e água e alimentação à vontade. 

Os animais passaram por um período de aclimatação de no mínimo 48 h anterior ao 

início dos experimentos. Todos os experimentos foram realizados no Laboratório de 

Fisiologia Neuroendócrina e Metabolismo (LaFiNeM) do CIF/UEL entre 7 h e 12 h, para 

minimizar qualquer influência do ritmo circadiano. Os protocolos experimentais foram 

aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade Estadual de 

Londrina (CEUA/UEL), processos nº 4929.2015.80 (OF. Nº 135/2015) e nº 

14371.2017.44 (OF. Nº 08/2018) (Anexo A). 

 

4.2 Drogas utilizadas 

 

As drogas microinjetadas foram: 

 

- VIP (Sigma Co., CA) na dose de 40 ng/g de peso corpóreo em 6 µL e salina estéril 

(NaCl 0,9%, 6 µL) como veículo. A dose escolhida para a microinjeção de VIP foi 

baseada em diferentes trabalhos da literatura (ALEXANDER; SANDER, 1994; 

GHOURAB et al., 2011; MARTINS et al., 2018; TACHIBANA et al., 2003); 

 

- corticosterona (Sigma Co., CA), na dose de 25 mg/L diluída em etanol 0,5% (UCHOA 

et al., 2010), ofertada como única fonte de líquido aos animais ADX; 

 

- antalarmina (ANT, Sigma Co., CA), antagonista de CRFR1, na dose de 0,25 µg em 5 

µL (CHOTIWAT; HARRIS, 2008; ZORRILLA et al., 2002) ou veículo (NaCl 0,9%/álcool 

absoluto/SDS/DMSO, 5 µL); 
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- antisauvagina-30 (antisauvagine-30, AS30, Peninsula/Bachem), antagonista de 

CRFR2, na dose de 5 µg em 5 µL (UCHOA et al., 2010) ou veículo (NaCl 0,9%, 5 µL). 

 

4.3 Protocolos experimentais 

 

Todos os animais foram submetidos à estereotaxia. Nos protocolos 1, 2, 3 a 

seguir, os animais também foram submetidos à cirurgia de adrenalectomia bilateral 

(ADX) ou cirurgia fictícia (Sham), e após foram mantidos em caixas individuais 

constituindo os seguintes grupos experimentais: 

 

- Grupo Sham: ratos mantidos com acesso livre à água contendo etanol 0,5%, como 

única fonte de líquido; 

 

- Grupo ADX: ratos adrenalectomizados bilateralmente (ADX) e mantidos com acesso 

à solução de NaCl 0,9% contendo etanol 0,5%, como única fonte de líquido; 

 

- Grupo ADX+CORT: ratos adrenalectomizados (ADX) bilateralmente e mantidos com 

acesso à solução de NaCl 0,9%, contendo corticosterona (CORT, 25 mg/L) diluída em 

etanol 0,5%, como única fonte de líquido. 

 

Após 6 dias de recuperação dos procedimentos cirúrgicos, a ração foi retirada, 

sempre às 16 horas, e, no dia seguinte, foram realizados os testes experimentais. 

 

4.3.1 Experimento 1: efeitos da microinjeção de VIP na ingestão alimentar em animais 

Sham, ADX e ADX+CORT 

 Os animais receberam microinjeção ICV de VIP ou salina; após 15 min, tiveram 

acesso à ração (50 g), sendo a ingestão alimentar quantificada (g/100 g de peso 

corpóreo) após 120 min. 

 

4.3.2 Experimento 2: efeitos da microinjeção de VIP nos parâmetros plasmáticos de 

animais Sham, ADX e ADX+CORT  

 Os animais receberam microinjeção ICV de VIP ou salina. Após 15 min, foram 

eutanasiados, por decapitação e o sangue coletado em tubos heparinizados e 

centrifugado por 20 min a 14.000 x g. O plasma obtido foi armazenado a -20 °C e utilizado 

para dosagens bioquímicas de glicose, corticosterona e ácidos graxos livres. 
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4.3.3 Experimento 3: efeitos da ADX e reposição de glicocorticoide na expressão de 

RNAm de VPAC2 no LHA, PVN e ARC 

 Os animais receberam microinjeção ICV de salina. Após 15 min, os animais foram 

eutanasiados por decapitação e os cérebros, sob condições que evitassem 

contaminação, foram rapidamente coletados e imediatamente congelados em gelo seco 

e armazenados em freezer -80 °C para determinação da concentração de RNAm de 

VPAC2 no LHA, ARC e PVN por reação em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real 

(UCHOA et al., 2012). 

 

4.3.4 Experimento 4: efeitos da microinjeção de VIP na ativação neuronal do PVN 

 Os animais receberam microinjeção ICV de VIP ou salina e, após 90 min, foram 

perfundidos para obtenção do tecido neural e posterior realização dos procedimentos 

imuno-histoquímicos (HOFFMANN; SMITH; VERBALIS, 1993). 

 

4.3.5 Experimento 5: efeitos da microinjeção de VIP na expressão de RNAm de CRF no 

PVN 

Os animais receberam microinjeção ICV de VIP ou salina. Após 60 min, os 

animais foram eutanasiados por decapitação e os cérebros, sob condições que 

evitassem contaminação, foram rapidamente coletados e imediatamente congelados em 

gelo seco e armazenados em freezer -80 °C para determinação da concentração de 

RNAm de CRF no PVN por PCR em tempo real (BREDOW et al., 1994). 

 

4.3.6 Experimento 6: efeitos do pré-tratamento com antagonista de CRFR1 e CRFR2 na 

ingestão alimentar em resposta à microinjeção de VIP 

 Os animais foram organizados em dois grupos: o primeiro recebeu microinjeção 

ICV do antagonista de CRFR1, ANT ou veículo, e o segundo recebeu microinjeção ICV 

do antagonista de CRFR2, AS30 ou veículo. Após 15 min, os animais de ambos os 

grupos receberam microinjeção ICV de VIP ou salina. Após 15 min da segunda 

microinjeção, todos os animais tiveram acesso à ração (50 g) e a ingestão alimentar foi 

quantificada (g/100 g de peso corpóreo) após 120 min. 

 

4.3.7 Experimento 7: efeitos do pré-tratamento com antagonista de CRFR1 e CRFR2 

nos parâmetros plasmáticos em resposta à microinjeção de VIP 

Os animais foram organizados em dois grupos: o primeiro recebeu microinjeção 

ICV do antagonista de CRFR1, ANT ou veículo, e o segundo recebeu microinjeção ICV 
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do antagonista de CRFR2, AS30 ou veículo. Após 15 min, os animais de ambos os 

grupos receberam microinjeção ICV de VIP ou salina. Após 15 min da segunda 

microinjeção, todos os animais foram eutanasiados por decapitação e o sangue foi 

coletado em tubos heparinizados e centrifugado por 20 min a 14000 x g. O plasma obtido 

foi armazenado a -20 °C e utilizado para dosagens bioquímicas de glicose, 

corticosterona e ácidos graxos livres. 

 

 

4.4 Adrenalectomia bilateral 

 

Os animais, anestesiados com injeção de K+X (K, ketamina 10%; 100 mg/kg, 

Agener União + X, hidrocloreto de xylazina 2%; 20 mg/kg, Anasedan®, Vertbrands, 

Jacareí, Brasil), via intraperitoneal, foram submetidos à tricotomia da região dorsal, para 

a realização da adrenalectomia bilateral (ADX) ou adrenalectomia fictícia (Sham). Foi 

realizada uma incisão dorsal na linha mediana da pele, tendo como referência o ângulo 

entre a última costela e a coluna vertebral. Após visualização, os músculos 

paravertebrais foram seccionados e os órgãos abdominais identificados. No grupo de 

animais adrenalectomizados, com o auxílio de uma pinça, a gordura perirrenal foi 

exteriorizada e seccionada juntamente com a adrenal. O mesmo procedimento foi 

realizado para a glândula adrenal contra-lateral. Após a sutura, os animais receberam 

uma dose profilática de antibiótico (50.000 unidades de penicilina G; 0,1 mL por 100 g 

de peso corpóreo, por via intramuscular) e paracetamol (200 mg/mL; dose de 200 mg/kg 

de peso corpóreo, por via oral). Durante todo o período experimental posterior à cirurgia, 

os animais ADX receberam salina 0,9% com etanol 0,5%, sem glicocorticoide (ADX) ou 

com glicocorticoide (corticosterona, Sigma Co., CA) na concentração de 25 mg/dL 

(ADX+CORT). O grupo Sham foi submetido a procedimento cirúrgico similar, porém as 

glândulas adrenais não foram removidas, apenas foi introduzida pinça não cortante na 

cavidade e, em seguida, a incisão cirúrgica foi suturada. Esse grupo recebeu, para 

beber, água de torneira com etanol 0,5%. Para garantir a efetividade da cirurgia e da 

reposição de glicocorticoide, a concentração plasmática de corticosterona foi 

determinada pelo método fluorimétrico de Guillemin e colaboradores (1959). 
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4.5 Cirurgia intracerebroventricular 

 

Após período de adaptação, de ao menos 48 h no Biotério Setorial do CIF, os 

animais foram anestesiados com uma associação de K+X. Por estereotaxia unilateral 

(David Kopf Instruments, modelo 900), foi implantada uma cânula-guia de aço inoxidável 

(0,7 mm diâmetro externo, 0,4 mm diâmetro interno e 10 mm comprimento) no ventrículo 

lateral direito (AP = - 0,8 mm; H = 3,6 mm; L = 1,5 mm; utilizando-se como referências o 

Bregma, a calota craniana e a sutura sagital, respectivamente), segundo coordenadas 

do atlas de Paxinos e Watson (1997). Para fixação da cânula na posição adequada, foi 

utilizado acrílico autopolimerizável (Simplex®) sobre a calota craniana, na qual foram 

fixados dois parafusos metálicos para assegurar a adesão do polímero ao osso. O 

critério para a verificação da posição da cânula no ventrículo lateral foi o influxo de salina 

(NaCl 0,9%) por meio de uma coluna de salina, durante a cirurgia de implantação da 

cânula. Após o procedimento cirúrgico, foi mantido um mandril de aço dentro da cânula 

implantada, para evitar a obstrução de sua luz por detritos, exceto durante as 

microinjeções. Ao término da cirurgia, os animais receberam uma dose profilática de 

antibiótico (50.000 unidades de penicilina G; 0,1 mL por 100 g de peso corpóreo, por via 

intramuscular) e paracetamol (200 mg/mL; dose de 200 mg/kg de peso corpóreo, por via 

oral). Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas com no máximo três animais, para 

melhor recuperação do procedimento cirúrgico. Três dias antes do experimento, os 

animais foram colocados em gaiolas metabólicas individuais, para adaptação, e com 

livre acesso à ingestão de fluidos e alimentação. O posicionamento da cânula foi 

confirmado por meio de secções do cérebro em criostato (Leica) ao final do experimento 

em todos os grupos, sendo somente considerados os animais cuja implantação foi na 

área desejada. 

 

 

4.6 Microinjeção 

 

As drogas microinjetadas foram preparadas imediatamente antes da 

microinjeção. A microinjeção ICV foi realizada com o auxílio de microseringa Hamilton 

de 10 µL, acoplada à microagulha que foi introduzida na cânula-guia. 
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4.7 Perfusão e preparação do tecido 

 

Os animais foram anestesiados com injeção intraperitoneal de K+X e, após o 

desaparecimento dos reflexos raqui-medulares, foram submetidos à perfusão do SNC. 

A perfusão transcardíaca iniciou-se com a infusão de 200 mL de solução salina isotônica 

(NaCl 0,15 M) com heparina (diluição 1:80) seguida pela infusão de 400 mL de 

paraformoldeído 4% em tampão fosfato 0,1 M (TP, pH 7,4), utilizando bomba peristáltica 

(Razel Syringe Pump) com velocidade de infusão de 10 mL/min. O cérebro foi removido 

e pós-fixado em paraformoldeído 4% por 1 h, e então estocado em solução de sacarose 

30% com TP 0,1M a 4 ºC para a realização dos procedimentos imuno-histoquímicos. 

 

4.8 Microdissecção, isolamento do RNA total e PCR em tempo real quantitativa 

 

Os cérebros foram removidos e estocados em freezer -80 ºC até a microdissecção 

dos núcleos de interesse, pela técnica de Palkovits (1973). Após obter secções coronais 

de 1200 µm em criostato (Leica), segundo as coordenadas do atlas de Paxinos e Watson 

(1997), sendo de -0,92 a -2,12 para o PVN e de -2,12 a -3,32 para LHA e ARC, em 

relação ao bregma, amostras dos tecidos de LHA, ARC e PVN foram obtidas usando 

uma agulha de aço, com 1,5 mm de diâmetro, para “punch” (microdissecção). O RNA 

total foi extraído de cada amostra, relativa à área hipotalâmica microdissecada, 

utilizando-se o reagente Trizol (Invitrogen®, Nova Zelândia). A concentração de RNA em 

cada amostra foi determinada utilizando um leitor de microplaca de multi-detecção 

(Synergy HT, BioTek), e 500 ng de RNA foi utilizado para a síntese de DNA 

complementar (cDNA) por kit comercial (High-Capacity cDNA Reverse Transcription, 

Applied Biosystems, USA). O cDNA obtido foi utilizado para as reações de PCR em 

tempo real quantitativa (Applied Biosystems 7500, USA). Foram utilizadas sondas para 

a expressão do gene de VPAC2 (Rn 00568267_m1) e de CRF (Rn 01462137_m1). As 

reações foram realizadas em volume de 12 µL (4 µL de cDNA), utilizando reagentes 

TaqMan® (Applied Biosystems, USA). Cada reação de PCR foi realizada em duplicata, 

sendo a água o controle negativo. A beta-actina foi utilizada como gene de referência 

(controle endógeno), o qual ocorreu com cada amostra de cDNA. A determinação das 

concentrações de genes transcritos em cada amostra foi obtida pelo método ΔΔCT. Para 

cada amostra, o ciclo limiar (Ct) foi determinado e normalizado com a média do gene de 

referência (ΔCt=Ctamostra−Ctgenedereferência). A variação da expressão de RNAm nas 
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amostras em relação ao grupo controle foi calculada como 2−ΔΔCt, em que 

ΔΔCt=ΔCtamostra−ΔCtcontrole (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). O resultado obtido representa 

a expressão relativa de RNAm do gene de interesse. 

 

4.9 Imuno-histoquímica 

 

Os tecidos cerebrais foram seccionados em cortes de 30 µm de espessura 

utilizando-se um criostato (Leica), colocados em TP e armazenados em solução 

crioprotetora a -20 °C. Os cortes foram processados para imunoreatividade ao FRA (Fos-

related antigens). Primeiramente, os cortes foram colocados em solução H2O2 (0,3%) 

para bloqueio da peroxidase endógena, e albumina bovina 5% para bloqueio das 

ligações inespecíficas. Após, os cortes foram incubados por 48 h a 4 °C com anticorpo 

anti-FRA (K25, Santa Cruz) com diluição 1:2000 em TP 0,1 M contendo soro normal de 

cabra 1,5% e Triton 0,3%. Os cortes foram lavados com TP 0,01 M e incubados com 

marcador biotinilado imunoglobulina anti-coelho (Vector Inc., Ca, USA, diluição 1:200 em 

TP e soro de cabra 1,5%) e após com o complexo avidina-biotina-peroxidase 

(Vectastain, 1:200 em TP), por 1 h cada em temperatura ambiente. Posteriormente, para 

visualização da expressão de FRA, foi utilizado diaminobenzidina (DAB, Sigma CO., Ca, 

USA, 0,01%) e intensificado com cloreto de níquel 1% como cromógenos, cuja reação 

confere ao núcleo das células uma coloração de violeta escuro a preto. Em seguida, os 

cortes foram montados em lâminas gelatinizadas e deixadas para secar por uma noite, 

desidratadas em xilol e colocada lamínula com Ethelan (New Jersey, USA). 

 

4.10 Ingestão alimentar e peso corpóreo 

 

O peso corpóreo dos animais foi avaliado no dia do experimento e expresso em 

gramas. Os animais receberam ração para roedores (50 g, Nuvilab CR1, Nuvital®) e as 

sobras foram determinadas após 120 min da oferta, para cálculo da ingestão alimentar, 

expressa em g/100 g de peso corpóreo. 

 

4.11 Dosagens plasmáticas 

 

Espectrofotometria foi utilizada para as determinações das concentrações 

plasmáticas de glicose, baseada na reação da peroxidase (TRINDER, 1969), usando kit 
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comercial de glicose (BioLiquid Laborclin, PR, Brazil), e de ácidos graxos livres pelo 

método modificado de Falholt e colaboradores (1973) e fluorimetria para determinação 

da concentração de corticosterona plasmática pelo método modificado de Guillemin e 

colaboradores (1959). 

 

4.12 Análise estatística 

 

Para análise estatística, os dados foram testados quanto à distribuição normal e 

homogeneidade de variância. Foi utilizado teste t de Student, para comparação entre 

dois grupos, e análise de variância (ANOVA) one-way Anova, para análise dos 

experimentos com uma variável e two-way Anova, para análise dos experimentos com 

duas variáveis, seguido de teste de Student Newman-Keuls (SNK). Os dados foram 

expressos como média ± EPM, considerando-se como nível de significância p<0,05. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Parte I – Experimentos 1, 2 e 3 

 

5.1.1 Experimento 1: efeitos da microinjeção de VIP na ingestão alimentar em animais 

Sham, ADX e ADX+CORT 

No grupo Sham, o tratamento com VIP promoveu uma redução (F(5,62) = 15,08; 

p<0,001) de aproximadamente 60% na ingestão alimentar, quando comparado com o 

tratamento com Salina, a ingestão alimentar dos animais tratados com VIP não foi 

diferente do tratamento com Salina nos grupos ADX e ADX+CORT. Avaliando os 

animais tratados com Salina, o grupo ADX apresentou redução (F(5,62) = 3,60; p=0,04) 

na ingestão alimentar, quando comparado com o grupo Sham, enquanto a ingestão 

alimentar do grupo ADX+CORT não diferiu em relação aos grupos Sham e ADX (figura 

1). Em animais tratados com o VIP, não houve diferença entre os três grupos 

experimentais. 
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Figura 1. Ingestão alimentar (g/100 g peso corpóreo) por 120 min dos grupos 
Sham, ADX e ADX+CORT, após microinjeção ICV de salina (NaCl 0,9%, 6 

L) ou peptídeo intestinal vasoativo (VIP, 40 ng/g peso corpóreo, 6 L). 
Valores expressos como média ± EPM (n= 9-13 ratos/grupo). *p<0,001 vs. 
respectivo grupo Salina. #p=0,04 vs. grupo Sham/Salina. 
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5.1.2 Experimento 2: efeitos da microinjeção de VIP nos parâmetros plasmáticos de 

animais Sham, ADX e ADX+CORT 

 O tratamento com VIP aumentou (F(5,56) = 85,78; p<0,001) as concentrações 

plasmáticas de corticosterona no grupo Sham, quando comparado com seu respectivo 

grupo Salina. Entretanto, no grupo ADX+CORT, o VIP diminuiu as concentrações 

plasmáticas de corticosterona. Nos animais tratados com Salina ou VIP, as 

concentrações plasmáticas de corticosterona foram maiores no grupo Sham do que no 

grupo ADX+CORT. O grupo ADX não apresentou concentrações detectáveis de 

corticosterona plasmática (figura 2A), confirmando a eficácia da cirurgia. 

A microinjeção de VIP induziu aumento (F(5,56) = 30,20; p<0,001) nas 

concentrações plasmáticas de glicose (figura 2B) no grupo Sham, quando comparado 

com a microinjeção de Salina, ao passo que o tratamento com o VIP não promoveu 

nenhuma alteração nos grupos ADX e ADX+CORT. Nos grupos ADX, os animais 

tratados com Salina ou VIP apresentaram concentrações plasmáticas de glicose 

menores (p<0.001) do que o grupo ADX+CORT, e ambos os grupos ADX e ADX+CORT 

microinjetados com VIP tiveram redução (p<0,05) da glicemia, quando comparados com 

o grupo Sham. 

As concentrações plasmáticas de ácidos graxos livres (figura 2C) diminuíram 

(F(5,56) = 6,31; p=0,004) com a microinjeção de VIP no grupo Sham. Porém, nos grupos 

ADX e ADX+CORT, não houve diferença entre os tratamentos com Salina e VIP. A ADX 

reduziu (F(5,56) = 3,22; p<0,05) a concentração de ácidos graxos livres no plasma dos 

animais microinjetados com Salina, não sendo observada diferença entre os animais 

microinjetados com VIP nos grupos Sham, ADX e ADX+CORT.  

 

 

5.1.3 Experimento 3: efeitos da ADX e reposição de glicocorticoide na expressão de 

RNAm de VPAC2 no LHA, PVN e ARC 

 Os grupos ADX e ADX+CORT apresentaram redução na expressão de RNAm de 

VPAC2 no LHA (F(2,31) = 7,8; p = 0,002) e ARC (F(2,31) = 5,6; p= 0,008) quando 

comparado com o grupo Sham (figura 3A e 3B, respectivamente). No PVN, não houve 

diferença entre os grupos Sham, ADX e ADX+CORT (figura 3C). 
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Figura 2. Concentração plasmática de: (A) corticosterona (g/dL), (B) glicose 

(md/dL) e (C) ácidos graxos livres (moles/dL) dos grupos Sham, ADX e 

ADX+CORT, após microinjeção ICV de salina (NaCl 0,9%, 6 L) ou peptídeo 

intestinal vasoativo (VIP, 40 ng/g peso corpóreo, 6 L). Valores expressos 
como média ± EPM (n= 8-13 ratos/grupo). *p<0,001 vs. respectivo grupo 
Salina. #p<0,05 vs. respectivo Sham. +p<0,001 vs. respectivo ADX+CORT. 
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Figura 3. Expressão relativa de RNAm do receptor do tipo 2 de VIP (VPAC2) 
em: (A) área hipotalâmica lateral (LHA), (B) núcleo arqueado do hipotálamo 
(ARC), (C) núcleo paraventricular do hipotálamo (PVN), dos grupos Sham, 
ADX e ADX+CORT tratados com microinjeção ICV de salina (NaCl 0,9%, 6 

L). Valores expressos como média ± EPM (n= 9-13 ratos/grupo). *p<0,05 vs. 
grupo Sham. **p=0,008 vs. grupo Sham. 
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5.2 Parte II – Experimentos 4, 5, 6 e 7 

 

5.2.1 Experimento 4: efeitos da microinjeção de VIP na ativação neuronal do PVN 

 A microinjeção de VIP promoveu aumento (p<0,05) no número de neurônios 

imunorreativos ao FRA, em todas as áreas do PVN, quando comparados com o grupo 

Salina; sendo esse aumento de 130% no PamP, 205% no PaV e 136% no PaPo (figura 

4). Fotomicrografias representativas da expressão de FRA no PVN são mostradas na 

figura 5. 
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Figura 4. Número de neurônios imunorreativos aos antígenos relacionados 
ao Fos (FRA) nas subdivisões parvocelular medial (PaMP - 5000 mm²), 
parvocelular ventral (PaV - 3000 mm²) e parvocelular posterior (PaPo - 8000 
mm²) do núcleo para ventricular do hipotálamo (PVN) de animais tratados com 
microinjeção ICV de salina (NaCl 0,9%, 6 μL) ou peptídeo intestinal vasoativo 
(VIP, 40 ng/g peso corpóreo, 6 μL). Valores expressos como média ± EPM 
(n= 11-12 ratos/grupo). *p<0,05 vs. grupo Salina. 
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A) 

 

 

 

 

 

 

 

 

B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Fotomicrografias representativas (ampliação de 40x) de cortes 
coronais mostrando imunorreatividade ao FRA, nas subdivisões do núcleo 
paraventricular do hipotálamo (PVN) de animais tratados com microinjeção ICV 

de Salina (NaCl 0,9%, 6 L) ou peptídeo intestinal vasoativo (VIP, 40 ng/g peso 

corpóreo, 6 L). (A): região parvocelular medial (PaMP) e parvocelular ventral 
(PaV) do PVN; (B): região parvocelular posterior (PaPo) do PVN. Cada imagem 
menor apresenta a área em que a fotomicrografia foi tirada com ampliação de 
10x. 

 

 

5.2.2 Experimento 5: efeitos da microinjeção de VIP na expressão de RNAm de CRF no 

PVN 

Os animais tratados com VIP mostraram aumento (p<0,05) de 44% na expressão 

de RNAm de CRF no PVN quando comparados com o grupo Salina (figura 6). 

 

 

Salina VIP 
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Figura 6. Expressão relativa de RNAm de CRF no PVN de animais tratados 

com microinjeção ICV de salina (NaCl 0,9%, 6 L) ou peptídeo intestinal 

vasoativo (VIP, 40 ng/g peso corpóreo, 6 L). Valores expressos como média 
± EPM (n= 8-10 ratos/grupo). *p<0,05 vs. grupo Salina. 

 

 

5.2.3 Experimento 6: efeitos do pré-tratamento com antagonista de CRFR1 e CRFR2 na 

ingestão alimentar em resposta à microinjeção de VIP 

 Os animais Veículo microinjetados com VIP apresentaram redução (F(3,50) = 

32,65; p<0,001) de aproximadamente 50% na ingestão alimentar, em comparação com 

o grupo microinjetado com Salina (figura 7A). Por outro lado, após a microinjeção de 

ANT (antagonista de CRFR1), a ingestão alimentar dos animais tratados com VIP não 

diferiu da do grupo Salina, e foi maior (F(3,50) = 9,1; p=0,004) que a do grupo Veículo 

microinjetado com VIP, notando-se atenuação de 59% na inibição da ingestão alimentar 

induzida pelo VIP. 

Diferentemente, nos animais pré-tratados com AS30 microinjetados com VIP, 

observou-se diminuição (F(3,45) = 7,54; p=0,009) da ingestão alimentar em relação aos 

animais AS30 microinjetados com Salina, porém maior ingestão alimentar (p<0,05) do 

que no grupo Veículo microinjetado com VIP. AS30 atenuou em 52% a inibição da 

ingestão alimentar induzida pelo VIP (figura 7B). 
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Figura 7. Ingestão alimentar (g/100 g peso corpóreo) por 120 min após microinjeção ICV 

de salina (NaCl 0,9%, 6 L) ou peptídeo intestinal vasoativo (VIP, 40 ng/g peso corpóreo, 

6 L) em animais pré-tratados com microinjeção ICV de: (A) veículo ou antalarmina 

(ANT; 0,25 g em 5 L), (B) veículo ou antisauvagina-30 (AS30; 5 g em 5 L). Valores 
expressos como média ± EPM (n= 10-16 ratos/grupo). *p<0,05 vs. respectivo grupo 
Salina. #p<0,05 vs. grupo Veículo/VIP. 
 

 

5.2.4 Experimento 7: efeitos do pré-tratamento com antagonista de CRFR1 e CRFR2 

nos parâmetros plasmáticos em resposta à microinjeção de VIP 

Em animais pré-tratados com Veículo, as concentrações plasmáticas de 

corticosterona apresentaram aumento (F(3,41) = 7,47; p=0,01), após a microinjeção de 

VIP quando comparada com a microinjeção de Salina. Entretanto, no pré-tratamento 

com ANT, não houve diferença nas concentrações de corticosterona entre os grupos 

microinjetados com Salina e VIP, e não houve diferença entre os grupos ANT e Veículo 

microinjetados com VIP. Em relação ao pré-tratamento com AS30, de maneira similar, 

não houve diferença entre as concentrações plasmáticas de corticosterona entre os 

grupos Salina e VIP, porém o pré-tratamento com AS30 reduziu (F(3,41) = 7,47; p<0,05) 

este parâmetro nos animais tratados com VIP quando comparados com o grupo Veículo 

microinjetados com VIP (figuras 8A e 8B). 
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Figura 8. Concentração plasmática de: (A e B) corticosterona (g/dL), (C e D) glicose 

(md/dL), e (E e F) ácidos graxos livres (moles/dL), de animais após microinjeção ICV 

de salina (NaCl 0,9%, 6 L) ou peptídeo intestinal vasoativo (VIP, 40 ng/g peso corpóreo, 

6 L) em animais pré-tratados com microinjeção ICV de veículo ou antalarmina (ANT; 

0,25 g em 5 L) ou antisauvagina-30 (AS30; 5 g em 5 L). Valores expressos como 
média ± EPM (n= 10-16 ratos/grupo). *p<0,05 vs. respectivo grupo Salina. #p<0,05 vs. 
grupo Veículo/VIP. 
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Os animais que receberam a microinjeção de VIP e foram pré-tratados com 

Veículo apresentaram aumento (F(3,41) = 53,0; p<0,001) nas concentrações 

plasmáticas de glicose (figura 8C e 8D), quando comparados com o tratamento com 

Salina. Da mesma maneira, após o pré-tratamento com a ANT, a microinjeção de VIP 

promoveu elevação (p<0,001) nas concentrações plasmáticas de glicose não diferindo 

do grupo Veículo microinjetado com VIP. No pré-tratamento com AS30, os animais 

tratados com VIP também apresentaram aumento (F(3,43) = 129,3; p<0,001) nas 

concentrações plasmáticas de glicose, quando comparados com o tratamento com 

Salina. Contudo, AS30 reduziu (F(3,43) = 6,8; p=0,012) a glicose plasmática, em 

comparação com a do Veículo nos grupos tratados com o VIP. 

Nos grupos pré-tratados com Veículo, a microinjeção de VIP diminuiu (F(3,41) = 

5,62; p<0.02) as concentrações de ácidos graxos livres (figura 8E e 8F) quando 

comparado com o grupo Salina. Porém, em animais pré-tratados com ANT e AS30 não 

houve diferença nas concentrações plasmáticas de ácidos graxos livres entre os 

tratamentos Salina e VIP. Também não foi observada diferença em relação ao Veículo 

e ANT ou AS30 nos grupos tratados com VIP. 
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6 DISCUSSÃO 

 

 Este estudo procurou compreender os mecanismos envolvidos com os efeitos do 

VIP sobre a homeostase energética. O VIP é reconhecido por ser um importante sinal 

anorexígeno, o qual inibe a ingestão alimentar em diferentes espécies (ALMEIDA et al., 

2002; TACHIBANA et al., 2003; MATSUDA et al., 2005; GHOURAB et al., 2011; 

MARTINS et al., 2018). Sabe-se que a microinjeção ICV de VIP promove aumento nas 

concentrações plasmáticas de glicose (GHOURAB et al., 2011), ACTH e corticosterona 

plasmática (ALEXANDER; SANDER, 1994). Estes efeitos são decorrentes da 

estimulação de neurônios CRF pelo VIP e de sua ação no eixo HPA (WANG et al., 1998).  

Para elucidar a participação do VIP na regulação do eixo HPA, primeiramente, 

foram avaliados os efeitos da remoção dos glicocorticoides nas alterações induzidas 

pelo VIP, sendo utilizados animais adrenalectomizados com e sem reposição de 

corticosterona. A hipofagia promovida pelo VIP, após microinjeção no ventrículo lateral 

de animais do grupo Sham, confirma o seu efeito anorexígeno (MARTINS et al., 2018). 

Entretanto, nos grupos ADX e ADX+CORT, o tratamento com VIP não promoveu 

qualquer efeito na ingestão alimentar. A redução da ingestão alimentar após a ADX em 

animais tratados com salina confirma o conhecido efeito da ADX em diminuir a ingestão 

alimentar e o peso corpóreo (UCHOA et al., 2009a, 2010), efeito mediado pelo aumento 

da expressão de RNAm de CRF no PVN, devido à ausência de retroalimentação 

negativa dos glicocorticoides neste núcleo hipotalâmico, assim como, pelo aumento da 

expressão de RNAm de OT no PVN (BEYER; MATTA; SHARP, 1988; UCHOA et al., 

2009b, UCHOA et al., 2010). A ADX também está associada com a redução da 

expressão de NPY e AgRP no ARC (UCHOA et al., 2012). Além disso, Alexander e 

Sander (1995a) observaram que a microinjeção de VIP no PVN estimula a secreção de 

ACTH e corticosterona e o pré-tratamento com antagonista inespecífico de CRF inibe 

estas respostas. A hipofagia induzida pelo VIP ainda pode ser mediada pela estimulação 

da melanocortina hipotalâmica (GHOURAB et al., 2011), enquanto o efeito 

anorexigênico da ADX não está associado a aumento da pró-opiomelanocortina (POMC) 

no ARC. Foi demonstrado que ADX reduz a expressão de RNAm de POMC 

(SAVONTAUS; CONWELL; WARDLAW, 2002; UCHOA et al., 2012). Dessa maneira, 

sugere-se que a falta da resposta anorexigênica de VIP, após a ADX, pode ser devido a 

estes efeitos opostos do VIP e ADX em neurônios POMC no ARC, considerando que 
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VIP deveria recrutar o sistema de melanocortinas, o qual está reduzido em consequência 

da ADX.  

A reposição com glicocorticoides foi efetiva para restaurar a ingestão alimentar 

em animais ADX a valores semelhantes aos animais Sham, entretanto, o tratamento 

com VIP não reduziu a ingestão alimentar em animais ADX com reposição de 

glicocorticoides, demonstrando que suas ações dependem da presença das glândulas 

adrenais intactas e não apenas da presença dos glicocorticoides. Na verdade, os 

mineralocorticoides, outra classe de hormônios produzidos e secretados pelas glândulas 

adrenais, também podem ser necessários para as respostas de VIP, pois a reposição 

com aldosterona + corticosterona em ratos ADX foi mais efetiva em aumentar a ingestão 

alimentar e peso corpóreo do que apenas a reposição com corticosterona 

(DEVENPORT; TORRES; MURRAY, 1983; DEVENPORT; HOPKINS, 1985). 

 Em relação aos parâmetros plasmáticos, em animais Sham, foi observado 

aumento das concentrações plasmáticas de corticosterona após a microinjeção ICV de 

VIP, o que corrobora dados obtidos por Alexander e Sander (1994), que demonstraram 

aumento da corticosterona plasmática após microinjeção de VIP no PVN de ratos. Em 

galináceos, a microinjeção de VIP no ventrículo lateral também promoveu aumento 

significativo nas concentrações plasmáticas de corticosterona (KHAN et al., 2013). Além 

disso, também foi observado que a microinjeção central de VIP promoveu aumento de 

corticosterona sugerindo que a ação do VIP seja central, por meio de neurônios CRF, 

pois injeção intraperitoneal de VIP não promoveu aumento das concentrações 

plasmáticas de corticosterona (ITOH; HIROTA; KATSUURA, 1982; NAGAI et al., 1994). 

Em ratos adrenalectomizados, com e sem reposição de corticosterona, observou-se que 

os animais ADX com reposição de glicocorticoides apresentaram concentrações 

plasmáticas de corticosterona maiores que do grupo ADX, porém valores menores de 

corticosterona circulante do que os animais Sham. As concentrações plasmáticas de 

corticosterona possuem uma variação circadiana, e a reposição na água para beber faz 

com que haja um aumento na corticosterona plasmática no período noturno, após as 

luzes desligarem, fase que corresponde ao período de alimentação, o que pode ser 

benéfico no controle da atividade do eixo HPA (UCHOA et al., 2009b; UCHOA et al., 

2010). Por outro lado, devido ao jejum anterior ao experimento e à provável diminuição 

na ingestão de fluidos durante este período, observou-se uma redução na concentração 

de corticosterona plasmática nos animais com reposição de glicocorticoide, em relação 

aos animais Sham. 
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A microinjeção de VIP aumentou as concentrações de glicose plasmática no 

grupo Sham, um efeito reconhecido em estudos prévios (NAGAI et al., 1994; MARTINS 

et al., 2018). Porém, a adrenalectomia foi capaz de prevenir o aumento da glicemia 

induzido pelo VIP. Inclusive, menor concentração plasmática de glicose após a ADX 

demonstra a importância das glândulas adrenais no controle da glicemia (KAWAI; 

KUZUYA, 1977; KUO et al., 2015). Martins e colaboradores (2018) demonstraram que o 

pré-tratamento com o antagonista do receptor de OT reduziu o aumento das 

concentrações plasmáticas de glicose induzido pelo VIP, sugerindo que os efeitos de 

VIP também podem estar relacionados a uma ativação simpática mediada por vias do 

PVN, onde o controle do eixo hipófise-adrenal e de neurônios ocitocinérgicos pelo PVN 

contribuem com a regulação da atividade simpática (YEE et al., 2016; NUNN et al., 

2011). Dessa maneira, a falta de ação do VIP em aumentar a glicemia após a ADX 

reforça que os glicocorticoides e a ativação simpática são necessários na regulação 

desse parâmetro (KADEKARO; ITO; GROSS, 1988; PAQUOT et al., 1995). 

A microinjeção de VIP também promoveu diminuição da concentração plasmática 

de ácidos graxos livres, corroborando resultados de Martins e colaboradores (2018), mas 

não de Richter e colaboradores (1989), que verificaram aumento da liberação de ácidos 

graxos livres pelo VIP, porém em experimento com tecido adiposo humano in vitro. A 

ADX atenuou a diminuição de ácidos graxos livres plasmáticos induzida pelo VIP, pois a 

microinjeção de VIP não alterou esta parâmetro em animais ADX com ou sem reposição 

de corticosterona. Redução das concentrações circulantes de ácidos graxos livres após 

a ADX está em acordo com estudos prévios da literatura, que mostraram a importância 

dos glicocorticoides para a mobilização desse substrato energético (HO; MENG, 1964; 

KIBENGE; CHAN, 2001). Assim, a ausência de redução na concentração de ácidos 

graxos livres plasmáticos, induzida pelo VIP em ratos ADX, pode ser porque a 

microinjeção de VIP não foi capaz de potencializar a redução nas concentrações 

plasmáticas de ácidos graxos livres induzidas pela ADX. 

 O presente estudo mostra que a ADX promove diminuição da expressão de 

RNAm de VPAC2 no ARC e no LHA. O receptor VPAC2 possui alta afinidade pelo VIP 

e pelo polipeptídeo ativador da adenilato ciclase hipofisária e está extensivamente 

distribuído no hipotálamo e expresso em diferentes núcleos (MASUO et al., 1992; 

SARRIEAU et al., 1994; VAUDRY et al., 2009). Foi demonstrado que o RNAm de VPAC2 

é expresso em neurônios NPY (MOUNIEN et al., 2006a) e POMC (MOUNIEN et al., 

2006b) do ARC. A modulação dos glicocorticoides na expressão de VPAC2 observada 
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neste estudo corrobora o trabalho de Wiik (1991), o qual demonstrou aumento no 

número de sítios de ligação para VIP em leucócitos após a exposição in vitro a 

glicocorticoides. Dessa forma, um possível mecanismo para a diminuição da hipofagia e 

alterações na concentração plasmática de glicose e ácidos graxos livres induzidas pelo 

VIP em animais ADX seja devido a menor expressão do RNAm de VPAC2 no hipotálamo 

após a ADX. 

A condução dos experimentos deste trabalho permitiu observar a importância do 

eixo HPA nos efeitos de VIP e, na busca por compreender mais amplamente os 

mecanismos centrais envolvidos nessa sinalização, foi realizado estudo do PVN, núcleo 

hipotalâmico que contêm os neurônios CRF. Dessa maneira, este trabalho foi o primeiro 

a demonstrar que a microinjeção de VIP no ventrículo lateral promove aumento na 

expressão do RNAm de CRF, no PVN, e também na atividade dos neurônios 

parvocelulares do PVN, em subdivisões com alta expressão de neurônios CRF. Esses 

resultados vão ao encontro dos estudos de Alexander e Sander (1995a), que 

observaram que a microinjeção de VIP no PVN estimula a secreção de ACTH e 

corticosterona e o pré-tratamento com antagonista de CRF inibe estas respostas, 

sugerindo que o VIP, por suas ações em neurônios CRF, medeia a ativação do eixo 

HPA. Por outro lado, em galináceos, a injeção ICV de VIP diminuiu a expressão de 

RNAm de CRF no diencéfalo, embora a injeção de VIP tenha aumentado a 

corticosterona plasmática, provavelmente devido à retroalimentação negativa (KHAN et 

al., 2013). 

 O aumento da expressão de RNAm de CRF e da atividade neuronal do PVN, após 

a microinjeção de VIP, sugerem que o CRF é um mediador central dos efeitos de VIP na 

homeostase energética. Por ser altamente expresso nas subdivisões do PVN avaliadas, 

acredita-se que a maioria dos neurônios imunorreativos a FRA sejam neurônios CRF 

(SAWCHENKO; SWANSON; VALE, 1984; IMAKI; VALE; SAWCHENKO, 1992; 

RORATO et al., 2008). Além disso, embora a expressão de RNAm possa não estar 

associada à síntese proteica, o aumento induzido por VIP na expressão de RNAm de 

CRF no PVN reforça a hipótese de que pelo menos parte desses neurônios ativados são 

neurônios CRF estimulados por VIP.  

O CRF é reconhecido por seu importante papel no controle endócrino, autonômico 

e nas respostas comportamentais ao estresse (HENCKENS; DEUSSING; CHEN, 2016), 

sendo seus efeitos mediados por seus dois subtipos de receptores, CRFR1 e CRFR2, 
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os quais apresentam diferentes papéis. Para tanto, fez-se necessário compreender a 

participação de cada receptor nas respostas evocadas pelo VIP. 

A microinjeção de VIP no ventrículo lateral promoveu hipofagia e os antagonistas 

do receptor de CRF, ANT e AS30, diminuíram os efeitos anorexígenos induzidos pelo 

VIP. Estudos sugerem que a inibição da ingestão alimentar induzida por CRF é mediada 

apenas por CRFR2, pois CRF inibiu igualmente a ingestão alimentar em camundongos 

deficientes de CRFR1 e selvagens (CONTARINO et al., 2000), e a inibição da ingestão 

alimentar induzida por CRF foi bloqueada por um antagonista seletivo de CRFR2, mas 

não pelo NBI127914, um antagonista de CRFR1 (PELLEYMOUNTER et al., 2000). 

Entretanto, Sekino e colaboradores (2004) demonstraram que a microinjeção ICV do 

antagonista de CRFR2, AS30, apenas atenuou a inibição da ingestão alimentar, e o 

antagonista de CRFR1, CRA1000, reduziu quase completamente a inibição da ingestão 

alimentar induzida pelo estresse. Injeção periférica do antagonista de CRFR1 também 

reduziu a hipofagia induzida pelo estresse (HOTTA et al., 1999), e camundongos 

knockout para CRFR1 não apresentaram a resposta de hipofagia e perda de peso, 

induzidas por urocortina, após a privação de alimentos (BRADBURY et al., 2000). 

Análise de tecido central e periférico para a expressão de RNAm dos receptores de CRF 

observou que CRFR1 é expresso na adeno-hipófise e ilhotas pancreáticas, mas sua 

expressão é predominante no cérebro. Por outro lado, RNAm de CRFR2 é expresso no 

cérebro, músculo esquelético, tecido adiposo marrom e fígado (SAKAMOTO et al., 

2013). Estes dados confirmam o envolvimento de CRFR1 e CRFR2 no eixo HPA e 

sugerem seu envolvimento no controle da homeostase energética, central e periférica, 

assim como, demonstra a diversidade funcional entre esses receptores (CHOTIWAT; 

HARRIS, 2008). O presente estudo corrobora esses dados, pois os antagonistas dos 

receptores de CRFR1 e CRFR2 diminuíram a hipofagia induzida pelo VIP, sendo que o 

antagonista de CRFR1, ANT, demonstrou um efeito mais pronunciado. AS30 e ANT não 

alteraram significativamente a ingestão alimentar em ratos controle, como observado em 

outros estudos (HOTTA et al., 1999; SEKINO et al., 2004). 

O aumento da expressão de RNAm de CRF no PVN e a ativação de ambos os 

receptores de CRF contribuem para a hipofagia induzida pelo VIP, indicando que o efeito 

anorexigênico do VIP é mediado por sua ação com auxílio de neurônios CRF no eixo 

HPA. Estes dados também sugerem que a falta do efeito hipofágico do VIP em ratos 

ADX seja porque a microinjeção de VIP não é capaz de aumentar a expressão de CRF 
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no PVN induzida pela ADX e, consequentemente, potencializar essa resposta 

anorexigênica. 

Em relação aos parâmetros plasmáticos de animais com pré-tratamento de 

antagonistas de CRF, o aumento nas concentrações plasmáticas de corticosterona, 

após a microinjeção ICV de VIP no grupo Veículo, corrobora dados prévios encontrados 

na literatura (ALEXANDER; SANDER, 1994; KHAN et al., 2013; MARTINS et al., 2018). 

Estudos prévios também demonstraram que camundongos knockout para o receptor 

CRFR1 apresentaram redução de corticosterona plasmática (BRADBURY et al., 2000; 

SAKAMOTO et al., 2013) e o pré-tratamento com antagonista inespecífico de CRF 

seguido de microinjeção de VIP no PVN reduziu o aumento de ACTH e corticosterona 

induzido por VIP (ALEXANDER; SANDER, 1995b). Este estudo está de acordo com esta 

hipótese, pois o VIP não promoveu aumento da corticosterona plasmática em animais 

pré-tratados com os antagonistas dos receptores CRFR1 e CRFR2, sugerindo que 

ambos os receptores estão envolvidos com a ativação do eixo HPA pelo VIP. 

 A microinjeção de VIP promoveu hiperglicemia, um efeito observado em estudos 

anteriores (NAGAI et al., 1994; MARTINS et al., 2018). Entretanto, pré-tratamento com 

AS30 foi capaz de reduzir o aumento de glicose plasmática induzida pelo VIP, enquanto 

a ANT não alterou a hiperglicemia promovida pelo VIP. Esses efeitos indicam a 

participação do CRF na hiperglicemia induzida pelo VIP, especialmente através do 

CRFR2, conhecido por participar nos efeitos anoréxicos de CRF (VAUGHAN et al., 

1995). Considerando estas ações, foi observado na região parvocelular medial do PVN 

alta expressão de RNAm de CRFR2, uma subdivisão que é altamente ativada em 

resposta ao VIP neste estudo, assim como no núcleo do trato solitário e no núcleo 

ventromedial do hipotálamo (CHALMERS; LOVENBERG; DE SOUZA, 1995; VAN PETT 

et al., 2000), enquanto a expressão do RNAm de CRFR1 é menor nessas regiões. Além 

disso, a microinjeção de VIP diminuiu as concentrações plasmáticas de ácidos graxos 

livres, resultado observado em trabalho prévio (MARTINS et al., 2018). Pré-tratamento 

com ANT ou AS30 foi capaz de atenuar os efeitos de VIP nas concentrações plasmáticas 

de ácidos graxos livres, pois a microinjeção de VIP não alterou este parâmetro após o 

pré-tratamento com estes antagonistas. 

 Por fim, o hipotálamo atua como um importante centro de controle da ingestão 

alimentar e peso corpóreo e seus diferentes núcleos estão relacionados a diferentes vias 

neuronais que geram respostas integradas (SCHWARTZ et al., 2000b; WOODS et al., 

1998). O núcleo arqueado do hipotálamo está localizado adjacente à base do terceiro 
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ventrículo, o qual recebe sinalização periférica, por meio da insulina e leptina (SATOH 

et al., 1997b). Populações neuronais distintas são responsáveis por iniciar circuitos 

altamente especializados no controle da homeostase energética. O NPY e o AgRP estão 

co-localizados em neurônios do núcleo ARC e compreendem uma via anabólica, 

enquanto a POMC e o CART estão co-localizados em outro conjunto adjacente de 

neurônios do núcleo arqueado, e iniciam uma via catabólica (ELIAS et al., 1998; HAHN 

et al., 1998). Neurônios CRF do PVN são inervados pelo α-MSH, um produto pós-

transcricional de POMC, e CRF foi demonstrado ser um mediador anorexigênico de α-

MSH (LU et al., 2003). Além disso, Ghourab e colaboradores (2011) observaram 

reversão da hipofagia induzida pelo VIP no pré-tratamento com antagonista de α-MSH 

e incubação de tecido hipotalâmico com VIP promoveu aumento na liberação de α-MSH. 

Também foi demonstrada a ação da OT como um mediador das respostas 

anorexigênicas induzidas pelo α-MSH e CRF (OLSON et al., 1991; YOSTEN; SAMSON, 

2010). Como observado neste estudo, o CRF se mostra mediar diferentes efeitos de VIP 

em ratos, pois o bloqueio de CRFR1 e CRFR2 atenuou a hipofagia e alterou os 

parâmetros plasmáticos, em resposta ao VIP, sendo que, em trabalho prévio do 

laboratório, o pré-tratamento com o antagonista do receptor de OT (MARTINS et al., 

2018) atenuou a anorexia induzida pelo VIP, sugerindo a modulação do VIP pela via α-

MSH-CRF-OT. 
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Figura 9. Desenho esquemático da interação de VIP com outros 

neuropeptídeos no hipotálamo. Os efeitos de VIP na homeostase energética 

são mediados por neurônios que expressam pró-opiomelacortina (POMC), 

hormônio liberador de corticotrofina (CRH) e ocitocina (OT), neuropeptídeos 

anorexígenos. Como o CRF foi demonstrado ser um mediador dos efeitos 

hipofágicos do hormônio estimulante de α-melanócitos (α-MSH), um produto 

pós-transcricional de neurônios POMC, e a OT trata-se de um mediador das 

respostas anorexigênicas induzidas por α-MSH e CRF, sugere-se que o VIP 

modula a via α-MSH-CRF-ocitocina para reduzir a ingestão alimentar e 

promover alterações metabólicas plasmáticas. Modificado de Schwartz e 

colaboradores (2000). 
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

No presente estudo, o VIP promoveu hipofagia, hiperglicemia, elevação da 

concentração plasmática de corticosterona e redução de ácidos graxos livres 

plasmáticos. A adrenalectomia atenuou a hipofagia, hiperglicemia e a redução da 

concentração de ácidos graxos livres plasmáticos induzidas pelo VIP, e esses efeitos 

estão associados a redução na expressão de RNAm de VPAC2 no ARC e LHA induzidas 

pela adrenalectomia.  

Esses dados sugerem que as glândulas adrenais são necessárias para as 

alterações na ingestão alimentar e em parâmetros plasmáticos induzidas pelo VIP, e 

estas respostas são, pelo menos em parte, devidas à modulação dos glicocorticoides na 

expressão de VPAC2 no hipotálamo. 

Além disso, este estudo observou que o VIP aumenta a atividade neuronal nas 

subdivisões parvocelular medial, ventral e posterior do PVN, assim como, a expressão 

de RNAm de CRF no PVN.  

Foi observada a contribuição específica de cada receptor de CRF nos efeitos 

induzidos pelo VIP. Pré-tratamento com os antagonistas dos receptores de CRFR1 e 

CRFR2 foi capaz de atenuar a inibição da ingestão alimentar promovida pelo VIP, e o 

antagonista do receptor do tipo 1 de CRF demonstrou um efeito mais pronunciado. 

Ambos os antagonistas atenuaram as alterações induzidas pelo VIP nas concentrações 

plasmáticas de ácidos graxos livres e corticosterona, e apenas o antagonista do receptor 

do tipo 2 de CRF atenuou a hiperglicemia. Esses dados mostram que o CRF é um 

importante mediador das respostas de VIP no balanço energético e CRFR1 e CRFR2 

participam desses efeitos. 

Este trabalho é o primeiro da literatura a demonstrar que a adrenalectomia 

promove diminuição na expressão de RNAm de VPAC2 no ARC e no LHA e a 

microinjeção de VIP no ventrículo lateral promove aumento na expressão do RNAm de 

CRF, no PVN, e na atividade dos neurônios parvocelulares do PVN. 
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8 CONCLUSÃO  

 

 Os efeitos induzidos pelo VIP sobre a ingestão alimentar e parâmetros 

plasmáticos são mediados pelo eixo HPA, sendo o CRF um importante mediador 

hipotalâmico dessas respostas. 
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Abstract  
Purpose The aim of this study is to evaluate the effects of adrenalectomy (ADX) and glucocorticoid in the changes 

induced by intracerebroventricular (ICV) administration of vasoactive intestinal peptide (VIP) on food intake and plasma 

parameters, as well as VIP receptor subtype 2 (VPAC2) mRNA expression in different hypothalamic nuclei of male rats.  
Methods Male Wistar rats (260–280 g) were subjected to ADX or sham surgery, 7 days before the experiments. Half of 

ADX animals received corticosterone (ADX + CORT) in the drinking water. Animals with 16 h of fasting received ICV 

microinjection of VIP or saline (0.9% NaCl). After 15 min: (1) animals were fed, and the amount of food ingested was 

quantified for 120 min; or (2) animals were euthanized and blood was collected for biochemical measurements. Determi-

nation of VPAC2 mRNA levels in LHA, ARC, and PVN was performed from animals with microinjection of saline.  
Results VIP treatment promoted the anorexigenic effect, which was not observed in ADX animals. Microinjection of VIP 

also induced an increase in blood plasma glucose and corticosterone levels, and a reduction in free fatty acid plasma levels, 

but adrenalectomy abolished these effects. In addition, adrenalectomy reduced mRNA expression of VPAC2 in the lateral 

hypothalamic area and arcuate nucleus, but not in the paraventricular nucleus.  
Conclusions These results suggest that adrenal glands are required for VIP-induced changes in food intake and plasma 

parameters, and these responses are associated with reduction in the expression of VPAC2 in the hypothalamus after 

adrenalectomy. 
 
Keywords VIP ● Glycemia ● Corticosterone ● Free fatty acids ● Arcuate nucleus of the hypothalamus ● VPAC2 receptor 

expression 
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Introduction 
 

The vasoactive intestinal peptide (VIP) is a 28-amino acid 

neuropeptide widely expressed in the nervous system and 

belongs to the family of regulatory peptides, glucagon–

secretin. Neurons expressing VIP are distributed in the central 

nervous system (CNS), such as the cortex, hip-pocampus, 

amygdaloid nucleus, thalamus, and hypothalamus [1]. VIP 

actions are mediated by specific receptors that are coupled to 

adenyl cyclase to increase intracellular cAMP [1, 2]. There 

are two VIP receptor subtypes, VPAC1, widely distributed in 

the CNS, most abundantly expressed in the hippocampus and 

cortex, and to a lesser extent in the hypo-thalamus [3], and 

VPAC2, expressed in the thalamus, hypo-thalamus, 

brainstem, and amygdala [4]. In the hypothalamus, VPAC2 is 

found in the supraoptic nucleus, suprachiasmatic nucleus, 

arcuate nucleus (ARC), parvocellular region of the 
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paraventricular nucleus (PVN), lateral hypothalamic area 

(LHA), and anterior pituitary [3–6], areas associated with 

neuroendocrine functions in the CNS [7].  
Intracerebroventricular (ICV) microinjection of VIP in rats 

promotes an increase in glucose plasma concentrations and a 

decrease in food intake [8, 9], as well as increased in plasma 

adrenocorticotrophic hormone (ACTH) and corticosterone in 

a dose-dependent manner, indicating that VIP regulates the 

hypothalamic–pituitary–adrenal axis (HPA) [10, 11].  
Bilateral adrenalectomy (ADX) decreases food intake and 

body weight, whereas CORT replacement was demonstrated 

to stimulate food intake [12–14] and to attenuate increases in 

ACTH secretion and corticotrophin-releasing factor (CRF) 

expression in the PVN [15, 16], where glucocorticoid recep-

tors are highly expressed [17]. Ceccatelli et al. [18] recog-

nized co-localization of VIP and CRF in PVN parvocellular 

neurons of rats, and an increase in VIP expression was 

observed in the pituitary gland after ADX, while treatment 

with dexamethasone abolished this effect [19, 20].  
As both VIP and glucocorticoids are involved in the 

control of food intake, VIP activates the HPA axis and 

glucocorticoids are known to induce hyperglycemia; the 

present study was designed to evaluate the effects of the 

presence or absence of glucocorticoids on ICV adminis-

tration of VIP-induced changes on food intake, glucose, 

free fatty acids (FFA), and corticosterone plasma levels, as 

well as the VPAC2 mRNA expression in different 

hypothalamic nuclei after ADX. 
 

 

Materials and methods 
 

Animals 

 

Male Wistar rats weighing 260–280 g (total number of 

animals = 130), from the Central Animal Care Facility of 

the State University of Londrina (UEL), were housed in 

cages in a temperature-controlled room at 22 ± 2 °C, and 

kept on a 12:12-h light–dark cycle with lights on at 6:00 a. 

m. Animals had ad libitum access to pelleted rat chow and 

water, unless otherwise specified. To improve adaptation to 

the laboratory environment, rats were handled daily before 

experiments. All experimental procedures were conducted 

between 7:00 a.m. and 12:00 p.m. and were approved by 

local Ethics Commission on the Use of Animals of UEL 

(protocol number 14371201744).  
Bilateral ADX and sham surgeries were performed with an 

association of ketamine (K, 100 mg/kg, Agener União, 10%) 

and xylazine hydrochloride (X, 20 mg/kg, Anasedan®, 

Vetbrands, Jacareí, Brazil, 2%) intraperitoneally, via single 

dorsal midline incision on the skin and a bilateral small cut 

through the muscle layer. After the surgery and during all the 

experimental periods, ADX animals were given 0.9% 
 

 

saline with 0.5% ethanol, without glucocorticoid (ADX) or 

with glucocorticoid (corticosterone, Sigma Co., CA) at the 

concentration of 25 mg/L (ADX + CORT). Sham-operated 

animals underwent similar surgical procedures without 

removal of adrenal glands and were given tap water with 

0.5% ethanol to drink. To ensure completeness of ADX 

surgery and adequacy of glucocorticoid replacement, cor-

ticosterone plasma level was determined by a fluorometric 

method of Guillemin et al. [21]. 

 

Intracerebroventricular (ICV) surgery 
 
Animals were anesthetized with an intraperitoneal K + X injection, placed in a stereotaxic 
instrument (David Kopf Instruments, model 900) with bregma and lambda in the same 
horizontal plane. A stainless-steel guide cannula (0.7 mm external diameter, 0.4 mm 
internal diameter, and 10 mm length) was implanted in the right lateral ventricle, according 
to Paxinos and Watson’s [22] atlas coordinates: 0.8 mm caudal to bregma, 3.6 mm below 
the skullcap, and Microdissections of LHA, ARC, and PVN were obtained using a stainless 
punch needle 1.5 mm in diameter from coronal sections (1200 µm), in a cryostat according 
to coordinates from −0.92 to −2.12 for PVN and −2.12 to −3.32 for LHA and ARC, from 
bregma. Total RNA was isolated from each micropunched hypothalamic tissue sample 

using Trizol reagent (Invitrogen
®

, New Zealand) according to the manufacturer’s protocol. 
RNA concentra-tion in each sample was determined using Multi-detection micro plate 
reader (Synergy HT, BioTek), and 500 ng of RNA was used for cDNA synthesis using the 
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, USA). Quantitative 
real-time PCR was performed using Applied Biosystems 7500 real-time PCR system. The 
TaqMan® Gene Expression Assay (Applied Biosystems) used in this study was Rn 
00568267_m1 (VPAC2). Each  
1.5 mm lateral to the sagittal suture. A cannula was fixed to 

the cranium, using dental acrylic resin and two jeweller’s 

screws. Within the implanted cannula, a 30-gauge metal 

obturator filled the cannula, except during the injections. 

After surgery, rats received a prophylactic dose of 

antibiotic (50,000 units of penicillin G: 0.1 mL per 100 g 

of body weight, intramuscularly) and paracetamol (200 

mg/kg, orally). Animals were kept in collective cages 

containing a maximum of three animals, for better surgery 

recovery. Three days before the experiment, they were 

accommodated in individual cages for adaptation. Cannula 

placement was verified in all groups by sectioning the brain 

in a cryostat at the end of the experiment. 

 

Microdissection, total RNA isolation, 
and quantitative real-time PCR 
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PCR reaction was performed in duplicate. Water (instead of 

cDNA) was used as negative control. Housekeeping gene, 

beta actin, was run for each cDNA sample. Determination of 

gene transcript levels in each sample was obtained by the CT 

method. For each sample, the threshold cycle (Ct) was 

determined and normalized to Ct of the housekeeping gene (  

Ct = CtUnknown − CtHousekeepinggene). Fold-change of 

mRNA expression in unknown sample relative to control 

group was calculated as 2
−

  
Ct

, where    Ct = CtUnknown  
− CtControl [23]. Data are shown as mRNA expression 
relative to control group (Sham). 

 

Experimental protocols 

 

All animals were subjected both to Sham or ADX surgery 

and ICV surgery. After 6 days of recovery, they were 

fasted for 16 h, and on seventh day after surgery, 

experimental tests were performed.  
The drug ICV microinjected for experiments was VIP 

(Sigma Co., CA; dose of 40 ng/g body weight: 2.7–3.4 nmol 

of VIP for 220–280 g body weight) in 6 μL microinjected in 1 

min, and sterile saline (0.9% NaCl, 6 μL in 1 min) was 

microinjected as a vehicle. The dose of VIP was chosen based 

on different works from literature [8–10, 24]. 

 

Experiment 1: effects of microinjection with VIP on 

food intake in Sham, ADX, and ADX + CORT animals 

 

Animals received ICV microinjection of VIP or Saline. After 

15 min, all animals had access to food (50 g) and food intake 

was quantified (g/100 g body weight) after 120 min. 

 

Experiment 2: effects of microinjection with VIP on plasma 

parameters in Sham, ADX, and ADX + CORT animals 

 

Animals received ICV microinjection of VIP or Saline. 

After 15 min, all animals were decapitated, and trunk 

blood was collected in heparinized tubes and centrifuged at 

14,000 × g for 20 min. Blood plasma was stored at –20 °C 

and used for biochemical dosages of glucose by spectro-

photometric determination based on peroxidase reaction 

[25] using the BioLiquid Glucose Commercial Kit (Labor-

clin, PR, Brazil), corticosterone (modified fluorometric 

method of Guillemin et al. [21]), and FFA (modified 

spectrophotometric method of Falholt et al. [26]). 

 

Experiment 3: effects of ADX and glucocorticoid 

replacement on mRNA expression of VPAC2 in the 

LHA, PVN, and ARC 

 

Fasted Sham, ADX, and ADX + CORT were decapitated 7 

days after surgery, and brains were collected under 

RNAse-free conditions, immediately frozen on dry ice, and 

 

stored at –80 °C for determination of VPAC2 mRNA 

levels in LHA, ARC, and PVN. 

 

Statistical analysis 

 

Data are expressed as means ± SEM. Normal distribution 

and homogeneity of data were tested. One-way ANOVA 

was performed to evaluate the differences among Sham, 

ADX, and ADX + CORT groups on VPAC2 mRNA 

expression in LHA, PVN, and ARC (experiment 3). Two-

way ANOVA, followed by Student Newman–Keuls post 

hoc test, was performed to evaluate the interaction between 

the variable group (according to the presence or absence of 

glucocorticoids—Sham, ADX, or ADX + CORT) and the 

variable treatment (Saline or VIP) on food intake and 

plasma parameters (experiments 1 and 2). Differences 

were considered significant at P < 0.05. 
 

 

Results 
 

Experiment 1: effects of microinjection with VIP on 

food intake in Sham, ADX, and ADX + CORT animals 

 
In Sham groups, VIP treatment showed reduction (P < 0.001) 

of about 60% in food intake compared with Saline treatment, 

but food intake of VIP did not differ from Saline in ADX and 

ADX + CORT groups. In saline-treated ani-mals, the ADX 

group showed reduced (P = 0.04) food intake compared with 

the Sham group, while food intake of the ADX + CORT 

group did not differ from Sham and ADX (Fig. 1). In VIP-

treated animals, there was no dif-ference among the three 

experimental groups. There was an 
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Fig. 1 Food intake (g/100 g of body weight) for 120 min of Sham, 
ADX, and ADX + CORT groups after ICV microinjection of saline 
(0.9% NaCl, 6 μL in 1 min) or vasoactive intestinal peptide (VIP; 40 
ng/g body weight, 6 μL in 1 min). Data are shown as means ± SEM 

(n = 9–13 rats/group). *P < 0.001 vs. the respective Saline group. 
#
P  

= 0.04 vs. Sham/Saline group  
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Fig. 2 Blood plasma concentration of corticosterone (μg/dL) (a), glucose 

(md/dL) (b), and free fatty acids (μmole/dL) (c) of Sham, ADX, and 

ADX + CORT groups after ICV microinjection of saline (0.9% NaCl, 6 

μL in 1 min) or vasoactive intestinal peptide (VIP; 40 ng/g body weight, 6 

μL in 1 min). Data are shown as means ± SEM (n = 8–13 rats/group). *P 

< 0.001 vs. the respective Saline group. 
#
P < 0.05 vs. the respective 

Sham. +P < 0.001 vs. the respective ADX + CORT  

 

Experiment 2: effects of microinjection with VIP 
on plasma parameters in Sham, ADX, and ADX 
+ CORT animals 

 

In Sham group, VIP treatment induced an increase (P < 

0.001) in corticosterone plasma levels compared to Saline, 

while in ADX + CORT group VIP reduced (P < 0.05) 

corticosterone plasma levels. In animals treated with both 

Saline and VIP, corticosterone plasma concentrations were 

higher in the Sham group than in ADX + CORT. The ADX 

group did not show detectable concentrations of plasma 

corticosterone (Fig. 2a), confirming the effectiveness of the 

surgery. There was an interaction between group (Sham, 

ADX, or ADX + CORT) and treatment (Saline or VIP) on 

corticosterone plasma levels [F(5,63) = 6.5, P = 0.003]. We 

observed an effect of group [F(5,63) = 230.4, P < 0.001] on 

corticosterone plasma levels, with no effect of treatment [F 

(5,63) = 0.107, P = 0.75].  
VIP microinjection induced an increase (P < 0.001) in 

glucose plasma levels (Fig. 2b) in the Sham group when 

compared with Saline microinjection, while VIP treatment 

did not promote any change in ADX and ADX + CORT 

groups. In Saline-treated animals, ADX group had lower 

glucose plasma values (P < 0.001) than Sham and ADX + 

CORT groups, and in VIP-treated animals, ADX and ADX  
+ CORT groups showed reduced glycemia (P < 0.05) 

compared with the Sham group. There was an interaction 

between group (Sham, ADX, or ADX + CORT) and treat-

ment (Saline or VIP) on glucose plasma levels [F(5,63) = 

46.4, P < 0.001]. We observed an effect of group [F(5,63) 

= 132.2, P < 0.001] and treatment [F(3,63) = 41.6, P < 

0.001] on glucose plasma levels.  
FFA plasma concentrations (Fig. 2c) were decreased (P 

= 0.003) by VIP microinjection in the Sham group. 

Nevertheless, in ADX and ADX + CORT groups, there 

was no difference between Saline and VIP treatments. In 

addition, ADX decreased (P < 0.050) FFA plasma con-

centrations in Saline-microinjected animals, and no dif-

ference was observed among Sham, ADX, and ADX + 

CORT groups in VIP-microinjected animals. There was an 

interaction between group (Sham, ADX, or ADX + 

CORT) and treatment (Saline or VIP) on FFA plasma 

levels [F(5,63) = 6.5, P < 0.05]. We observed no effect of 

group [F(5,63) = 0.54, P = 0.588] on FFA plasma levels, 

with an effect of treatment [F(5,63) = 5.25, P = 0.03]. 

 

interaction between group (Sham, ADX, or ADX + 

CORT) and treatment (Saline or VIP) on food intake 

[F(5,63) = 3.6, P < 0.05]. We observed no effect of group 

[F(5,63) = 1.13, P = 0.33] on food intake, with an effect of 

treatment [F (5,63) = 15.08, P < 0.001].  

 
Experiment 3: effects of ADX and glucocorticoid 
replacement on mRNA expression of VPAC2 in 
the LHA, ARC, and PVN 
 

ADX and ADX + CORT groups showed a reduction in 

VPAC2 mRNA expression in the LHA [F(2,31) = 7.8, P = 
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   0.5   [8, 9, 24, 30, 31]. The reduction of food intake after ADX in 

      Saline-treated animals is in accordance with the well-known 

      effect of ADX to decrease food intake and body weight 

   0.0   [14, 27], which is mediated by an increase of CRF mRNA 

   
Sham ADX ADX+CORT 

expression in the PVN, due to the absence of negative 
   

feedback of glucocorticoids in this hypothalamic nucleus, as 
Fig. 3 Relative VIP receptor type 2 (VPAC2) mRNA expression in the 

well as by enhancement of oxytocin mRNA expression in 
lateral hypothalamic area (LHA; a), arcuate nucleus (ARC; b), and 

the PVN [27, 32, 33]. In addition, ADX is also associated paraventricular nucleus (PVN; c) of Sham, ADX, and ADX + CORT 

groups treated with ICV microinjection of saline (0.9% NaCl, 6 μL in with reduced expression of neuropeptide Y (NPY) and 
1 min). Data are shown as mean ± SEM (n = 9–13 rats/group). *P < agouti-related  protein  in  the  ARC  [34]. Besides  that, 
0.05 vs. Sham group. **P = 0.008 vs. Sham group Alexander and Sander [35] observed that microinjection of       

      VIP in the PVN stimulates the secretion of ACTH and 

      corticosterone, and pretreatment with CRF antagonist inhi- 

0.002] and ARC [F(2,31) = 5.6, P = 0.008] compared with bits these responses. Previous work from our group showed 

the Sham group (Fig. 3a, b). In PVN, there was no differ- that ICV microinjection of VIP promotes increase on CRF 

ence in VPAC2 mRNA expression among Sham, ADX, and mRNA expression in PVN and that activation of both CRF 

ADX + CORT groups (Fig. 3c).  receptors  contribute  to  VIP-induced  hypophagia  [29],  
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indicating that the anorexigenic effect of VIP is mediated by 

its action through CRF neurons in the PVN. Overall, these 

data suggest that lack of VIP-induced reduction of food intake 

in ADX rats is likely because VIP microinjection may not be 

able to further increment CRF expression in the PVN induced 

by ADX and consequently potentiate this anorexigenic 

response. In addition to this, VIP-induced hypophagia seems 

to be mediated by stimulation of hypo-thalamic melanocortin, 

while anorexigenic effect of ADX is not associated with 

increases in proopiomelanocortin (POMC) in the ARC, 

where, in fact, ADX reduces POMC mRNA expression [34, 

36]. Accordingly, it is possible that the absence of 

anorexigenic response of VIP after ADX may also be ascribed 

to these opposite effects of VIP and ADX on POMC neurons 

in ARC, since VIP would have to recruit melanocortin system 

downregulated by ADX. Though glucocorticoid replacement 

was effective in restoring food intake of ADX to similar 

values of Sham animals, the absence of VIP-induced 

reduction in food intake of ADX animals with glucocorticoid 

replacement suggests that VIP actions on food intake depends 

on the intact adrenal glands, not only the presence of 

glucocorti-coids. Regarding plasma parameters, increased 

glucose plasma concentrations in the Sham group after 

microinjec-tion of VIP is a well-known effect observed in 

previous studies [9, 29, 37]. In addition, lower values of 

glucose plasma levels after ADX demonstrate the importance 

of adrenal glands to control glucose levels [38, 39]. Accord-

ingly, impairment of VIP to increase glycemia after ADX 

reinforces that glucocorticoids and sympathetic activation are 

required for the regulation of this parameter [40, 41]. 

Furthermore, reduced FFA plasma concentrations induced by 

VIP microinjection have also been observed in previous 

works [9, 29], and decreased values of circulating FFA after 

ADX are in accordance with previous works in the litera-ture, 

which showed that glucocorticoids are important for 

mobilization of this energy substrate [42, 43]. As observed for 

food intake, the lack of effects of VIP on FFA may be due to 

the fact that VIP can not potentiate ADX-induced reduction 

on FFA plasma levels. 

 

It is known that bilateral adrenalectomy in rodents is a 

well-established experimental model to investigate the 

mechanisms underlying classical symptoms observed in 

primary adrenal insufficiency in humans, such as hypo-phagia 

and loss of body weight [14, 33, 44, 45]. Concerning VIP, due 

to methodological limitations, human studies focus on the 

evaluation of VIP concentrations in the per-iphery than in the 

CNS after any challenge [46–51]. It should be noted that, as 

far as we know, there is no study in the literature that 

evaluated the interaction between adrenal glands and VIP 

effects, both in rodents and humans. Thus, the present study 

was the first to demonstrate that adrena-lectomy promoted a 

decrease in mRNA expression of 
 

 

VPAC2 in ARC and LHA. VPAC2, a receptor that has a 

high affinity for VIP and pituitary adenylate ciclase-

activating polypeptide, is extensively distributed in the 

hypothalamus and expressed in different nuclei [52–54]. It 

was demonstrated that VPAC2 mRNA is expressed in 

proopiomelacortin (POMC) [55] and NPY [56] neurons of 

the ARC. In accordance with this, the modulation of glu-

cocorticoids on VPAC2 expression obtained in the current 

study may be supported by the work of Wiik [57], which 

demonstrated an increase in the number of binding sites for 

VIP after in vitro exposure of leukocytes to 

glucocorticoids. Thus, impairment of VIP-induced 

hypophagia and changes in glucose and FFA plasma levels 

in ADX animals is associated with lower expression of 

VPAC2 mRNA in the hypothalamus after adrenalectomy.  
In summary, it is noteworthy in the present study that 

adrenalectomy impairs VIP-induced hypophagia, hyper-

glycemia, and reduction of FFA plasma levels, and these 

effects are associated with the reduction of VPAC2 mRNA 

expression in ARC and LHA induced by adrenalectomy. 

These data suggest that adrenal glands are required for 

VIP-induced changes on food intake and plasma 

parameters, and this response seems to be, at least in part, 

due to the mod-ulation of glucocorticoids in the expression 

of VPAC2 in the hypothalamalus. 
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ABSTRACT  
 
Vasoactive intestinal peptide (VIP) and corticotrophin-releasing factor (CRF) are anorexigenic neuropeptides that act in the 

hypothalamus to regulate food intake. Intracerebroventricular (ICV) microinjection of VIP pro-motes increased plasma 

adrenocorticotrophic hormone (ACTH) and corticosterone, indicating that VIP activates hypothalamic-pituitary-adrenal axis. 

The aim of this study was to evaluate the interaction between VIP and CRF, by verifying the effects of ICV administration of 

VIP on the activity of neurons and CRF mRNA expression in paraventricular nucleus of hypothalamus (PVN). In addition, it 

was evaluated the effects of pretreatment with CRF type 1 receptor (CRFR1) antagonist (Antalarmin, ANT) or CRF type 2 

receptor (CRFR2) antagonist (Antisauvagine-30, AS30) on VIP-induced changes on food intake and plasma parameters of 

male rats. Compared to Saline group, VIP increased not only the number of Fos-related antigens (FRA)-immunoreactive 

neurons in the PVN but also CRF mRNA levels in this nucleus. Both ANT and AS30 treatment attenuated the inhibition of 

food intake promoted by VIP, ANT showing a more pronounced effect. Both antagonists also attenuated VIP-induced 

reduction and enhancement of free fatty acids and corticosterone plasma levels, respectively, and only AS30 was able to 

attenuate the hyperglycemia. These results suggest that CRF is an important mediador of VIP effects on energy balance, and 

CRFR1 and CRFR2 are involved in these responses.  
 
 
 

 
1. Introduction 

 
Vasoactive intestinal peptide (VIP) is a 28-amino acid neuropeptide 

widely distributed in the central nervous system (CNS) and it acts as 

neuromodulator (Schutzberg et al., 1980). Neurons expressing VIP are 

distributed in the CNS, such as the cortex, hippocampus, amygdaloid nucleus, 

thalamus and hypothalamus. VIP binds with high affinity to its receptors 

VPAC1, primarily expressed in the hippocampus and cortex, and in a lesser 

extent in the hypothalamus (Joo et al., 2004), and VPAC2, expressed in the 

thalamus, hypothalamus, brain steam and amygdala (Sheward et al., 1995). In 

the hypothalamus, VPAC2 is found in supraoptic nucleus (SON), 

suprachiasmatic nucleus, arcuate nucleus, parvocelular region of the 

paraventricular nucleus (PVN) and anterior pituitary (Gerhold et al., 2001), 

areas associated with neuroendocrine functions in the CNS (Usdin et al., 

1994).  
It is known that VIP is released in the gastrointestinal tract in re-sponse to 

feeding (Miskowiak et al., 1985), suggesting that peripheral 
 

 

 

 

 

VIP might influence feeding behavior, since VIP can cross brain-blood-barrier 

(Dogrukol-Ak et al., 2003; Dogrukol-Ak et al., 2004). According to this, 

peripheral injection of VIP was shown to reduce food intake in different 

species (Matsuda et al., 2005; Matsuda et al., 2006; Yu et al., 2011), 

reinforcing this concept. Additionally, intracerebroventricular microinjection 

of VIP in rats promotes increase of glucose plasma concentrations and 

decreased food intake (Ghourab et al., 2011; Martins et al., 2018), as well as 

increased plasma adrenocorticotrophic hormone (ACTH) and corticosterone 

in a dose-dependent manner, in-dicating tha VIP regulates the hypothalamic-

pituitary-adrenal axis (HPA), probably by activating corticotrophin-releasing 

factor (CRF) neurons (Alexander and Sander, 1994; Wang et al., 1998). In 

addition, although the hypothalamic release of VIP in response to feeding is 

not evidenced in the literature, it can be suggested that VIP is released in the 

hypothalamus, or at least in part involved in feeding-induced changes in the 

PVN, since Alexander et al. (1995) demonstrated that VIP release in the PVN 

mediates food-induced ACTH and CORT 
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secretion.  

CRF reduces food intake (Arase et al., 1988) and it is classically known as 

the main secretagogue of the HPA axis, which can also be regulated by 

vasopressin, a neuropeptide co-localized with CRF neurons especially in the 

medial parvocellular PVN (Piekut and Joseph, 1986) that stimulates ACTH 

secretion in the presence of CRF (Rivier and Vale, 1983). CRF acts through 

specific receptors, type 1 (CRFR1) and type 2 (CRFR2). CRFR1 has a large 

CNS distribution, with significant expres-sion in the cerebellum, limbic 

structures, dorsal and medial raphe nu-clei, PVN and anterior and 

intermediate pituitary (Chalmers et al., 1995; Van Pett et al., 2000), being 

related to the activation of the HPA axis by its presence in the corticotrophs 

(Gutman et al., 2003). CRFR2 is expressed in the olfactory bulb, amygdala, 

nucleus of the solitary tract, hippocampus, raphe nuclei, and hypothalamus, in 

ventromedial nu-cleus, SON, and PVN (Lovenberg et al., 1995; Van Pett et 

al., 2000), hypothalamic areas related to food intake control and the anorexic 

ef-fects of CRF (Vaughan et al., 1995). 

 

Thus, as VIP activates HPA axis and both VIP and CRF are anor-exigenic 

neuropeptides, it was hypothesized that CRF acts as mediator of VIP-induced 

changes on food intake and plasma metabolic para-meters. For this purpose, 

the present study aimed to evaluate the effects of VIP on the activity of PVN 

neurons and CRF mRNA expression in the PVN, as well as the involvement 

of CRFR1 and CRFR2 on VIP-induced changes on food intake and 

corticosterone, glucose and free fatty acids plasma parameters. 

 

 

2. Material and methods 

 

2.1. Animals 

 

Male Wistar rats (260–280 g, n = 224), from the Central Animal Care 

Facility of the State University of Londrina (UEL), were housed in cages at 

controlled temperature (22 ± 2 °C) with a fixed light-dark cycle (light from 

6:00 AM to 6:00 PM). Animals had ad libitum access to pelleted rat chow and 

water, unless otherwise specified. To improve adaptation to the laboratory 

environment, rats were daily handled be-fore the experiments. All 

experimental procedures were conducted between 7:00 AM and 12:00 PM 

and were approved by local Ethics Commission on the Use of Animals 

(protocol number 14371.2017.44). 

 

2.2. Intracerebroventricular (ICV) surgery 

 

Animals were anesthetized with an association of ketamine (K, 100 

mg/kg, Agener União, 10%)/xylazine hydrochloride (X, 20 mg/kg, 

Anasedan®, Vetbrands, Jacareí, Brazil, 2%) intraperitoneally, placed in a 

stereotaxic instrument (David Kopf Instruments, model 900) with bregma and 

lambda in a horizontal plane. A stainless-steel guide can-nula (0.7 mm 

external diameter, 0.4 mm internal diameter and 10 mm length) was 

implanted in the right lateral ventricle according to Paxinos and Watson's 

(1997) atlas coordinates: 0.8 mm caudal to bregma, 3.6 mm below the 

skullcap and 1.5 mm lateral to the sagittal suture. Cannula was fixed to the 

cranium using dental acrylic resin and two jeweller's screws. Within the 

implanted cannula, a 30-gauge metal ob-turator filled the cannula except 

during the microinjections. After sur-gery, rats received prophylactic dose of 

antibiotic (50,000 units of pe-nicillin G: 0.1 mL per 100 g of body weight, 

intramuscularly) and paracetamol (200 mg/kg, orally). Animals were kept in 

collective cages containing a maximum of three animals, for better surgery 

recovery. Three days before the experiment, they were accommodated in in-

dividual cages for adaptation. Cannula placement was verified by sec-tioning 

the brain in a cryostat at the end of the experiment, in all groups. 

 
 
 
2.3. Perfusion, tissue preparation, and Immunohistochemistry 

 
Animals were anesthetized with an intraperitoneal K + X injection 

 
and were transcardially perfused with 200 mL of cold isotonic saline (0.15 M) 

containing heparin (1:80), followed by 400 mL of cold 4% paraformaldehyde 

solution in 0.1 M phosphate buffer (PB, pH 7.4), using a peristaltic bomb with 

a speed of 10 mL per minute. The brain was removed, fixed in 4% 

paraformaldehyde for 1 h and stored at 4 °C in PB containing 30% sucrose. 

Coronal sections of 30 μm were obtained in a cryostat (Leica), collected in 

PB and stored in cryoprotectant so-lution at −20 °C. Sections were processed 

for FRA (Fos-related antigens) immunoreactivity by incubating for 48 h at 4 

°C with an anti-FRA an-tibody (K25, Santa Cruz) diluted 1:2.000 in 0.1 PB 

containing 1.5% normal goat serum and 0.3% Triton. Free-floating sections 

were then washed with 0.01 PB and incubated with biotin-labelled anti-rabbit 

immunoglobulin (Vector Inc., Ca, USA, 1:200 dilution in 1.5% normal goat 

serum-PB) and after with the avidin-biotin-peroxidase complex (Vectastain, 

1:200 in PB), for 1 h each at room temperature. For de-tection FRA labelling, 

diaminobenzidine hydrochloride (DAB, Sigma CO., Ca, USA, 0.01%) was 

used and intensified with 1% nickel am-monium sulfate. Thereafter, sections 

were mounted on gelatinized slides, air-dried overnight, dehydrated in xylene 

and placed under a cover slip with Ethelan (New Jersey, USA). 

 
 

The PVN was identified according to Paxinos and Watson (1997) brain rat 

atlas. Medial (PaMP) and ventral (PaV) subdivisions of the PVN were 

considered at −1.80 mm, and posterior parvocellular (PaPo) subdivision of the 

PVN was considered at −2.12 mm from bregma. FRA immunoreactive 

neurons were quantified with the aid of an image system attached to a 

microscope (Motic). FRA-immunoreactivity neu-rons, indicated in black 

staining, were identified when the nuclear structure demonstrated a clear 

immunoreactivity compared with the background level. Sections were 

counted for PaMP, PaV and PaPo, and the visual counting of neurons 

expressing FRA was performed in one or two sections from ten to twelve 

animals of each experimental group by participants blind to the experimental 

protocols. 

 
2.4. Microdissection, total RNA isolation and quantitative real-time PCR 

 
Microdissections of the PVN were obtained using a stainless punch 

needle 1.5 mm in diameter, in a cryostat according to coordinates from −0.92 

to −2.12 for PVN (1200 μm) from bregma. Total RNA was isolated from 

each micropunched hypothalamic tissue sample using Trizol reagent 

(Invitrogen®, New Zealand) according to the manufac-turer's protocol. The 

RNA concentration in each sample was determined using a Multi-detection 

microplate reader (Synergy HT, BioTek), and 500 ng of RNA was used for 

cDNA synthesis using the High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit 

(Applied Biosystems, USA). Quantitative real-time PCR was performed using 

an Applied Biosystems 7500 real-time PCR system. The TaqMan® Gene 

Expression Assay (Applied Biosystems) used in this study was Rn 

01462137_m1 (CRF). Each PCR reaction was performed in duplicate. Water 

(instead of cDNA) was used as negative control. Housekeeping gene, beta 

actin, was run for each cDNA sample. The determination of gene transcript 

levels in each sample was obtained by the CT method. For each sample, the 

threshold cycle (Ct) was determined and normalized to the average of the 

housekeeping gene ( Ct = CtUnknown −CtHousekeepinggenes). The fold-change 

of mRNA expression in the unknown sample relative to the 
 

control group was calculated as 2−  Ct, where 

Ct = CtUnknown − CtControl (Livak and Schmittgen, 2001). Data are 
shown as mRNA expression relative to the control group (Saline). 

 
2.5. Experimental protocols 

 
All animals were subjected to ICV surgery. After 6 days of recovery, they 

were fasted for 16 h, and on the seventh day after surgery, the experimental 

tests were performed.  
The drugs ICV microinjected for the experiments were: VIP (Sigma Co., 

CA), 40 ng/g body weight (BW) in 6 μL microinjected in 1 min, and sterile 

saline (0.9% NaCl, 6 μL in 1 min) was microinjected as vehicle. 
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The dose of VIP was chosen based on different works from the literature 

(Alexander and Sander, 1994; Tachibana et al., 2003; Ghourab et al., 2011; 

Martins et al., 2018). Antalarmin (ANT, C24H34N4-HCl, Sigma Co., CA; 

0.25 μg in 5 μL/1 min), CRFR1 antagonist, or vehicle (0.9% NaCl/absolute 

ethanol/SDS/DMSO in 5 μL/1 min) was microinjected and the dose of ANT 

was selected based on doses previously used in the literature (Zorilla et al., 

2002; Chotiwat and Harris, 2008). Anti-sauvagine-30 (AS30, D-Phe
11

,His
12

-

Sauvagine 11–40, Peninsula/Ba-chem, 5 μg in 5 μL/1 min), CRFR2 

antagonist, or vehicle (0.9% NaCl in 5 μL/1 min) was microinjected and the 

dose was tested in previous work (Uchoa et al., 2010). 

 

 

2.6. Experiment 1: effects of microinjection of VIP on PVN neuron 

activation 

 

Animals received ICV microinjection of VIP or saline. After 90 min, 

animals were transcardially perfused for brain tissue collection and 

immunohistochemistry studies (Hoffmann and Murphy, 2000). 

 

2.7. Experiment 2: effects of microinjection of VIP on CRF mRNA 

expression in the PVN 

 

Animals received ICV microinjection of VIP or saline. After 60 min 

(Bredow et al., 1994), animals were decapitated and the brains were collected 

under RNAse-free conditions, immediately frozen in dry ice and stored at −80 

°C for determination of CRF mRNA expression in the PVN. 

 

 

2.8. Experiment 3: effects of pretreatment with CRFR1 or CRFR2 antagonist 

on VIP-induced responses on food intake 

 

A first set of animals received ICV microinjection of CRFR1 an-tagonist, 

ANT, or vehicle. Another set of animals received ICV micro-injection of 

CRFR2 antagonist, AS30 or vehicle. After 15 min, animals of both 

experiments received ICV microinjection of VIP or saline. Fifteen minutes 

after these microinjections, all animals had access to food (50 g), and food 

intake was quantified (g/100 g BW) after 120 min. 

 

2.9. Experiment 4: effects of pretreatment with CRFR1 or CRFR2 antagonist 

on VIP-induced changes on plasma parameters 

 

A first set of animals received ICV microinjection of CRFR1 an-tagonist, 

ANT, or vehicle. Another set of animals received ICV micro-injection of 

CRFR2 antagonist, AS30 or vehicle. After 15 min, animals of both 

experiments received ICV microinjection of VIP or saline. Fifteen minutes 

after the microinjections, all animals were decapitated and trunk blood was 

collected in heparinized tubes and centrifuged at 14,000 ×g for 20 min. 

Plasma was stored at −20 °C and used for bio-chemical dosages of glucose 

(spectrophotometric determination based on the peroxidase reaction (Trinder, 

1969), BioLiquid Glucose Com-mercial Kit, Laborclin, PR), corticosterone 

(modified fluorometric method of Guillemin et al., 1959), and free fatty acids 

(modified spectrophotometric method of Falholt et al., 1973). 

 

 

2.10. Statistical analysis 

 

Data are expressed as means ± SEM. Normal distribution and 

homogeneity of the data were tested. t-test of Student was performed to 

evaluate the effects of microinjection of VIP on PVN neuron activation and 

CRF mRNA expression in the PVN, as Cohen's d for effect size es-timates 

(experiments 1 and 2). Two-way ANOVA was used to evaluate the effects of 

pretreatment with CRFR1 or CRFR2 antagonist on VIP-induced responses on 

food intake and plasma parameters (experiments 3 and 4) followed by the 

Newmann-Keuls post hoc test, and eta square for effect size estimates. 

Differences were considered significant at p < 0.05. 

 

 

 

***  
 

 

 

 

*** 
 

**  
 

 

 

 

 

Fig. 1. Number of Fos related antigens-immunoreactive neurons in the medial 

parvocellular (PaMP - 5000 mm
2
), ventral parvocellular (PaV - 3000 mm

2
) and posterior 

parvocellular (PaPo - 8000 mm
2
) subdivision of the PVN of animals treated with ICV 

microinjection of saline (0.9% NaCl, 6 μL in 1 min) or va-soactive intestinal peptide 

(VIP; 40 ng/g BW, 6 μL in 1 min). Data are shown as means ± SEM (n = 11–12 

rats/group). *p < 0.05 vs. Saline group. 

 

3. Results 

 

3.1. Experiment 1: effects of microinjection of VIP on PVN neuron 

activation 

 

Compared to saline group (Fig. 1), VIP induced increase (p < 0.05) on the 

number of FRA-immunoreactive neurons in all areas of the PVN, 130% on 

PaMP (t = 4.29, df = 21, Cohen's d = 1.8), 205% on PaV (t = 3.79, df = 21; 

Cohen's d = 1.6) and 136% on PaPo (t = 3.35, df = 20; Cohen's d = 1.5). 

 

 

3.2. Experiment 2: effects of microinjection of VIP on CRF mRNA 

expression in the PVN 

 

Animals treated with VIP showed elevation (p < 0.05) in 44% of CRF 

mRNA expression in the PVN compared to saline group (t = 2.24, df = 16, 

Cohen's d = 1.1; Fig. 2). 

 

3.3. Experiment 3: effects of pretreatment with CRFR1 or CRFR2 antagonist 

on VIP-induced responses on food intake 

 

Vehicle-VIP animals showed reduction (p < 0.03) of about 50% on  
 

 

 

* 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2. Relative CRF mRNA expression in the PVN of animals treated with ICV 

microinjection of saline (0,9% NaCl, 6 μL in 1 min) or vasoactive intestinal peptide 

(VIP; 40 ng/g BW, 6 μL in 1 min). Data are shown as mean ± SEM (n = 8–10 

rats/group). *p < 0.05 vs. Saline group. 
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Fig. 3. Food intake (g/100 g body weight) for 120 min after ICV microinjection of saline (0,9% NaCl, 6 μL in 1 min) or vasoactive intestinal peptide (VIP; 40 ng/g BW, 6 μL in 1 min) 

in animals pretreated with ICV microinjection of vehicle or antalarmin hydrochloride (ANT; 0.25 μg in 5 μL/1 min) (A), and vehicle or D-Phe
11

,His
12

-Sauvagine 11–40 (antisauvagine-

30, AS30; 5 μg in 5 μL/1 min) (B). Data are shown as means ± SEM (n = 10–16 rats/group). *p < 0.05 vs. respective saline group. 
#
p < 0.05 vs. vehicle/VIP group. 

 
food intake compared to Vehicle-Saline group. On the other hand, after ANT 

microinjection (CRFR1 antagonist), food intake of VIP treated animals did 

not differ from saline group, while it was higher (p < 0.05) than Vehicle-VIP 

group, an attenuation of 59% of the VIP-induced in-hibition of food intake 

(Fig. 3A). There was an interaction between antagonist treatment (Vehicle or 

ANT) and drug treatment (Saline or VIP) on the food intake (F(3,50) = 9.1, p 

= 0.004, eta  
square = 11.12%).  We  observed  an  effect  of  drug  treatment  (F  
(3,50) = 32.6, p < 0.001, eta square = 39.68%) on food intake, with  
no  effect  of  antagonist treatment  (F(3,50) = 1.6,  p = 0.217;  eta 

square = 1.90%). Differently,  AS30-VIP  group  showed lower 

(p < 0.05)  food intake than  AS30-Saline  animals,  but higher  
(p < 0.05) food intake than Vehicle-VIP group. AS30 attenuated in  
52% VIP-induced inhibition (Fig. 3B). There was no interaction be-  
tween antagonist treatment (Vehicle or AS30) and drug treatment  
(Saline or VIP) on the food intake (F(3,45) = 3.6, p = 0.064, eta  
square = 3.33%). We observed an effect of antagonist treatment (F  
(3,45) = 7.5, p = 0.009, eta square = 7.0%) and drug treatment (F  
(3,45) = 44.2, p < 0.001, eta square = 41.14%) on food intake. 

 
3.4. Experiment 4: effects of pretreatment with CRFR1 or CRFR2 antagonist 

on VIP-induced responses on plasma parameters 

 
In vehicle-pretreated animals, VIP microinjection induced increase (p < 

0.05) on corticosterone plasma levels (Fig. 4A and B) compared to Saline 

treatment. When pretreated with ANT, there was no difference on 

corticosterone plasma levels between Saline and VIP microinjec-tions, with 

no difference between ANT-VIP and Vehicle-VIP groups. There was no 

interaction between antagonist treatment (Vehicle or ANT) and drug 

treatment (Saline or VIP) on corticosterone plasma concentration (F(3,41) = 

0.2, p = 0.666, eta square = 0.42%). We ob-served an effect of drug treatment 

(F(3,41) = 7.5, p = 0.01; eta square = 16.69%) on corticosterone plasma 

concentration, with no effect of antagonist (F(3,41) = 0.8, p = 0.381, eta 

square = 1.76%). Within pretreatment with AS30, similarly, no difference was 

observed on corticosterone levels between Saline and VIP groups, and AS30 

pretreatment reduced (p < 0.05) this parameter in animals treated with VIP 

compared to Vehicle-VIP group. There was no interaction between antagonist 

treatment (Vehicle or AS30) and drug treatment (Saline or VIP) on 

corticosterone plasma concentration (F(3,43) = 2.4, p = 0.126, eta square = 

3.85%). We observed an effect of drug treat-ment (F(3,43) = 17.0, p < 0.001, 

eta square = 26.87%) on corticos-terone plasma concentration, with no effect 

of antagonist (F (3,43) = 2.2, p = 0.148, eta square = 3.42%). 

 
Blood plasma glucose concentrations (Fig. 4C and D) were increased (p < 

0.001) by VIP microinjection in vehicle-pretreated animals compared to its 

control. Likewise, after ANT pretreatment, VIP treat-ment also promoted 

enhancement (p < 0.001) on glucose plasma le-vels and had no difference 

with Vehicle-VIP group. There was no in-teraction between antagonist 

treatment (Vehicle or ANT) and drug treatment (Saline or VIP) on glucose 

plasma levels (F(3,41) = 0.3, p = 0.597, eta square = 0.32%). We observed an 

effect of drug treat-ment (F(3,41) = 53.0, p < 0.001, eta square = 59.22%) on 

glucose plasma levels, with no effect of antagonist (F(3,41) = 0.8, p < 0.377, 

eta square = 0.89%). After pretreatment with AS30, VIP treated ani-mals also 

showed increase (p < 0.001) on glucose plasma levels compared to Saline 

treatment, however AS30 reduced (p < 0.002) blood glucose when compared 

to Vehicle in VIP-treated groups. There was no interaction between 

antagonist treatment (Vehicle or AS30) and drug treatment (Saline or VIP) on 

glucose plasma levels (F(3,43) = 4.0, p = 0.053, eta square = 2.17%). We 

observed an effect of antagonist (F 

 
(3,43) = 6.8, p = 0.012, eta square = 3.73%) and drug (F  
(3,43) = 129.3, p < 0.001, eta square = 70.39%) on glucose plasma  
levels.  

In vehicle-pretreated groups, VIP microinjection decreased (p < 0.05) free 

fatty acids plasma levels (Fig. 4E and F) compared to Saline. Nevertheless, in 

ANT and AS30 pretreated animals, there was no difference on free fatty acids 

plasma concentrations between Saline and VIP treatments. Additionally, no 

difference was observed in the com-parison of Vehicle with ANT or AS30 in 

VIP-treated groups. There was no interaction between antagonist treatment 

(Vehicle or ANT) and drug treatment (Saline or VIP) on free fatty acids 

plasma levels (F (3,41) = 0.5, p = 0.47, eta square = 0.13%). We observed an 

effect of drug treatment (F(3,41) = 5.6, p = 0.02, eta square = 13.34%) on free 

fatty acids plasma levels, with no effect of antagonist (F(3,41) = 0.01, p = 

0.939, eta square = 0.01%). Regarding AS30, there was an inter-action 

between antagonist treatment (Vehcile or AS30) and drug treatment (Saline or 

VIP) on free fatty acids plasma levels (F (3,43) = 4.1, p = 0.049, eta square = 

7.77%). We observed an effect of drug treatment (F(3,43) = 7.1, p = 0.011; 

eta square = 13.38%) on free fatty acids plasma levels, with no effect of 

antagonist (F (3,43) = 0.05, p = 0.824, eta square = 0.09%). 

 
 

 
4. Discussion 

 
The present study was undertaken to evaluate the effects of ICV 

microinjection of VIP on the activity of neurons and CRF mRNA ex-pression 

in the PVN. In addition, the effects of CRFR1 or CRFR2 
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Fig. 4. Blood plasma levels of corticosterone (μg/dL) (A and B), glucose (md/dL) (C and D), and free fatty acids (μmoles/dL) (E and F) of animals after ICV microinjection of saline 

(0,9% NaCl, 6 μL in 1 min) or vasoactive intestinal peptide (VIP; 40 ng/g BW, 6 μL in 1 min), pretreated with ICV microinjection of vehicle or antalarmin hydrochloride (ANT; 0.25 μg 

in 5 μL/1 min) (A, C, E), and vehicle or D-Phe
11

,His
12

-Sauvagine 11–40 (antisauvagine-30, AS30; 5 μg in 5 μL/1 min) (B, D, E). Data are shown as means ± SEM (n = 10–12 

rats/group). *p < 0.05 vs. respective saline group. 
#
p < 0.05 vs. vehicle/VIP group. 

 
antagonists on VIP-induced changes on food intake and plasma para-meters 

of rats were also investigated. Increased activity of PVN neurons and CRF 

mRNA expression were observed after ICV microinjection of VIP. 

Additionally, CRFR1 or CRFR2 antagonists reduced the anorexi-genic effect 

of VIP on food intake, and they were able to attenuate changes on plasma 

parameters in response to VIP.  
The present study was the first to demonstrate that microinjection of VIP 

in the lateral ventricule promoted increases on CRF mRNA ex-pression in the 

PVN as well as on the activity of parvocellular PVN neurons, in subdivisions 

with high expression of CRF neurons. In ac-cordance with this, Alexander 

and Sander (1995) observed that 

 
microinjection of VIP in the PVN stimulated the secretion of ACTH and 

corticosterone, and pretreatment with CRF antagonist inhibited these 

responses, suggesting that the activation of the HPA axis by VIP is mediated 

by its action through CRF neurons. On the other hand, in chicks, ICV 

injection of VIP lowered CRF mRNA expression in the diencephalon 

although injection of VIP increased plasma corticos-terone, possibly by 

negative feedback (Khan et al., 2013).  
It can predict that the majority of those FRA immunoreactive neu-rons 

were CRF neurons, since CRF is highly expressed in the subdivi-sions of the 

PVN evaluated (Sawchenko et al., 1984; Imaki et al., 1992; Rorato et al., 

2008). In addition, although the well-established concept 
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that mRNA expression may not be associated with protein synthesis, VIP-

induced increase on CRF mRNA expression in PVN also reinforces the 

hypothesis that at least part of those VIP-induced activated neurons are CRF 

neurons. Accordingly, the increased CRF mRNA expression and neuronal 

activity in the PVN after VIP microinjection strongly suggest that CRF is a 

mediator of the central effects of VIP on energy home-ostasis. Microinjection 

of VIP in the lateral ventricle promoted hypo-phagia and CRF receptors 

antagonists, ANT and AS30, decreased the anorexigenic effects induced by 

VIP. This finding demonstrates the well established anorexigenic effect of 

VIP, as shown by the reduction of food intake after VIP microinjection in 

different species (Almeida et al., 2002; Ghourab et al., 2011; Martins et al., 

2018; Matsuda et al., 2005; Tachibana et al., 2003). Additionally, 

pretreatment with CRF receptor antagonists attenuated VIP-induced 

hypophagia, demonstrating the important role of both CRF receptors as 

mediators of VIP actions. In-deed, pretreatment with CRFR1 antagonist, 

antalarmin, promoted re-duction and CRFR2 antagonist, antisauvagine-30, 

partially reduced the hypophagia induced by VIP. It is well known that CRF 

has a major role in the control of endocrine, autonomic and behavioral 

responses to stress (Henckens et al., 2016), mediated by the two receptor 

subtypes, CRFR1 and CRFR2, which present different roles. 

 

Accordingly, it was demonstrated in chicks that the anorexigenic effect of 

VIP is mediated by CRF, by the unespecific blockage of CRF receptor 

(Tachibana et al., 2004). Reports suggest that the inhibition of food intake 

induced by CRF is mediated only by CRFR2, since CRF could inhibit food 

intake both in CRFR1-deficient and wild-type mice equally (Contarino et al., 

2000), and CRF-induced inhibition of food intake was blocked by a selective 

CRFR2 antagonist but not by NBI27914, a CRFR1 antagonist (Pelleymounter 

et al., 2000). However, Sekino et al. (2004) showed that ICV microinjection 

of CRFR2 an-tagonist, AS30, partially attenuated the inhibition of food intake 

and CRFR1 antagonist, CRA1000, almost completely reduced the inhibition 

of food intake induced by stress. Peripheral injection of CRFR1 an-tagonist 

also decreased the stress-induced hypophagia (Hotta et al., 1999) and 

knockout mice for CRFR1 showed no response for urocortin-induced 

hypophagia and weight loss after food deprivation (Bradbury et al., 2000). 

Central and peripheral tissues analyzed for mRNA ex-pression of CRF 

receptors observed that CRFR1 is expressed in the pi-tuitary gland and 

pancreatic islets but is predominantly expressed in the cerebrum. On the other 

hand, CRFR2 mRNA is expressed in the cere-brum, skeletal muscle, brown 

adipose tissue and liver (Sakamoto et al., 2013). These data confirm the 

CRFR1 and CRFR2 involvement in the HPA axis and suggests the control of 

energy homeostasis at central and peripheral levels, and also demonstrate 

functional diversity between CRFR1 and CRFR2 (Chotiwat and Harris, 

2008). The current study corroborates with these data, since both CRFR1 and 

CRFR2 receptor antagonists decreased VIP-induced hypophagia, and CRFR1 

receptor antagonist, ANT, showed a more pronounced effect. AS30 and ANT 

did not significantly change food intake in control rats, as observed in other 

studies (Hotta et al., 1999; Sekino et al., 2004). 

 

 

Regarding plasma parameters, ICV microinjection of VIP increased 

corticosterone plasma concentrations, which corroborates with data obtained 

by Alexander and Sander (1994), who observed increased plasma 

corticosterone after microinjection of VIP in the PVN of rats. In chicks, VIP 

microinjection in the lateral ventricule also promoted sig-nificant increase of 

corticosterone plasma levels (Khan et al., 2013). As seen, central 

microinjection of VIP promoted hyperglycemia and in-creased corticosterone 

suggesting that VIP acts centrally through CRF neurons, since intraperitoneal 

injection of VIP did not follow the in-creases in glucose and corticosterone 

plasma concentrations (Itoh et al., 1982; Nagai et al., 1994). Previous studies 

demonstrated that knockout mice for CRFR1 receptor had reduced 

corticosterone plasma con-centrations (Bradbury et al., 2000; Sakamoto et al., 

2013), and pre-atreatment with an unespecific CRF antagonist followed by 

micro-injection of VIP in the PVN reduced the VIP-induced increase in 

ACTH and corticosterone (Alexander and Sander, 1995). The current work is 

 

in accordance with this hypothesis, since the lack of VIP-induced in-crease on 

corticosterone plasma levels in animals pretreated with CRFR1 and CRFR2 

receptor antagonists strongly suggest that this re-ceptor is involved in VIP 

activation of HPA axis.  
Microinjection of VIP also promoted hyperglycemia, an effect ob-served 

in previous studies (Martins et al., 2018; Nagai et al., 1994). However, 

pretreatment with AS30 was able to reduce VIP-induced in-crease on glucose 

plasma levels, while ANT did not change the hy-perglycemia promoted by 

VIP. These effects indicate the participation of CRF on the hyperglycemia 

promoted by VIP, especially through CRFR2, known to mediate the anorexic 

effects of CRF (Vaughan et al., 1995). In this context, CRFR2 mRNA was 

shown to be highly expressed in medial parvocellular cells of PVN, a 

subdivision that was highly activated in response to VIP in the current work, 

as well as in the nu-cleus of the solitary tract and ventromedial nucleus of the 

hypotha-lamus (Chalmers et al., 1995; Van Pett et al., 2000), while CRFR1 

mRNA is less expressed in these regions. Martins et al. (2018) demon-strated 

that pretreatment with oxytocin receptor antagonist reduced VIP-induced 

increase on glucose plasma levels, suggesting that VIP ef-fects may also be 

due to simpathetic activation mediated by PVN pathways, since PVN control 

pituitary-adrenal axis and oxytocin neu-rons contribute to sympathetic 

activity regulation (Nunn et al., 2011; Yee et al., 2016). In addition, VIP 

microinjection decreased free fatty acids plasma concentrations. This result 

was demonstrated by Martins et al. (2018) and differs from Richter et al. 

(1989) that perfomed an in vitro experiment with human adipose tissue and 

observed that VIP in-creased the release of free fatty acids. Pretreatments 

with both ANT and AS30 were able to attenuate VIP effects on free fatty 

acids plasma le-vels, since microinjection of VIP did not change this 

parameter after the tretament with these antagonists. 

 

 

Although VIP-induced changes on urocortins were not evaluated in the 

current study, Khan et al. (2013) demonstrated that VIP affects not only CRF 

but also urocortin 3 mRNA expression in the diencephalon of chicks, 

indicating that VIP is related to CRF systems. Thus, it cannot be discarded 

that VIP can also act through urocortins systems in rats, since it is known that 

this peptide is a potent agonist for CRFR2, which was demonstrated to 

participate on VIP-elicited responses (Perrin and Vale, 1999; Bittencourt et 

al., 1999; Reyes et al., 2001).  
Finally, the hypothalamus acts as the major center control of food intake 

and body weight and its different nuclei are implicated in dif-ferent neuronal 

pathways that generate integrated responses (Schwartz et al., 2000; Woods et 

al., 1998). The arcuate nucleus is localized ad-jacent to the third ventricule's 

floor, which receives peripheral signaling such as leptin and insulin (Satoh et 

al., 1997). Distinct neuronal po-pulations are responsible to initiate circuits 

with high specialized roles in energy homeostasis. Neuropeptide Y and 

Agouti-related peptide are co-localized in arcuate nucleus neurons and 

comprise an anabolic pathway, while proopiomelacortin and cocaine- and 

amphetamine-regulated transcript are co-localized in an adjacent subset of 

arcuate nucleus neurons and initiate a catabolic pathway (Elias et al., 1998; 

Hahn et al., 1998). CRF neurons in the PVN are innervated by α-mel-

anocyte-stimulating hormone (α-MSH), a post-translational processing of 

POMC, and CRF was demonstrated to be an anorexigenic mediator of α-

MSH (Lu et al., 2003). Thus, as shown in the present study, CRF mediates 

different effects of VIP in male rats, as seen that blockade of both CRFR1 and 

CRFR2 attenuated hypophagia and plasma parameters changes in response to 

VIP. Additionally, Ghourab et al. (2011) showed a reversion of hypophagia 

induced by VIP when pretreated with α-MSH antagonist and incubation of 

hypothalamic explantes with VIP pro-moted increase in α-MSH release. 

Oxytocin was also demonstrated to be a mediator of anorexigenic responses 

induced by α-MSH and CRF (Olson et al., 1991; Yosten and Samson, 2010) 

and pretreatment with oxytocin receptor antagonist blunted VIP-induced 

anorexia, suggesting that VIP may modulate the α-MSH-CRF-oxytocin 

pathway (Martins et al., 2018) (Fig. 5). 

 

 

In conclusion, our study shows that VIP increases neuronal activity 
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in the medial, ventral and posterior parvocellular PVN subdivisions, as well 

as CRF mRNA expression in the PVN. Furthermore, VIP was de-monstrated 

to promote hypophagia, hyperglycemia, elevation of corti-costerone plasma 

levels, and reduction of free fatty acids plasma levels. For the first time in the 

literature, the specific contribution of each CRF receptor to VIP-induced 

effects was observed. Pretreatment with CRFR1 and CRFR2 receptors 

antagonists were able to reverse the inhibition of food intake promoted by 

VIP, with ANT showing a more pronounced effect. Both antagonists 

attenuated VIP-induced changes on free fatty acids and corticosterone plasma 

levels, and only AS30 was able to at-tenuate the hyperglycemia. These data 

show that CRF is an important mediador of VIP responses on energy balance, 

and both CRFR1 and CRFR2 participate in these effects.  
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