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MARTINS, Andressa Busetti. Peptideo intestinal vasoativo e polipeptideo
hipofisario ativador de adenilciclase na homeostase energética: papel dos
estrogenos. 2022. 74 f. Tese (Doutorado em Ciéncias Fisiologicas) - Universidade
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RESUMO

O peptideo intestinal vasoativo (VIP) e peptideo ativador de adenilato ciclase (PACAP)
séo peptideos anorexigenos que atuam no hipotalamo participando do controle neural de
ingestdo alimentar e do metabolismo energético. Os estrégenos também participam do
controle da homeostase energética e tém papel inibitério sobre a ingestdo alimentar em
fémeas. O presente trabalho, visou elucidar a acao do VIP e do PACAP e entender o
papel dos estrogenos nas acdes destes peptideos. Para isso, todos os ratos (Wistar
machos ou fémeas adultos) foram submetidos a estereotaxia para implantacdo de canula
guia intracerebroventricular (ICV, ventriculo lateral) ou no nucleo arqueado do hipotalamo
(ARC). As fémeas, imediatamente apos a estereotaxia, foram também ovariectomizadas
bilateralmente e durante sete dias, receberam reposicdo hormonal (cipionato de estradiol;
10 pg/0,2 ml/rata, sc) ou o veiculo de diluicdo (6leo de milho; 0,2 mL, sc). Apds
microinjecdo de VIP ou PACAP, avaliou-se a ingestdo alimentar, fez-se eutanasia para
coleta de sangue para as analises bioquimicas e do cérebro para PCR em tempo real ou
fez-se perfusdo para andlises de imuno-histoquimica. Nos machos, tanto VIP quanto
PACAP microinjetados no ARC ou ICV promoveram menor ingestdo de alimentos,
aumento das concentracdes plasmaticas de glicose e acidos graxos livres e diminui¢ao
plasmatica de triglicerideos, lipideos totais e colesterol. Assim, o ARC pode ser apontado
como um importante local de acdo de VIP e PACAP para induzir hipofagia e alteragcbes
metabdlicas plasmaticas. Nas fémeas, os dados mostraram a participacdo dos
estrégenos em promover hiperglicemia e reducdo da ingestdo alimentar, entretanto os
estrogenos parecem ter participacdo mais ativa nas acoes do PACAP, sendo ressaltadas
pelo aumento da expressdao PAC1 e dos neurdnios imunorreativos especialmente no
ARC. Assim, sugere-se que 0s estrogenos atuam juntamente com PACAP no ARC e de
forma indireta sobre as acfes do VIP.

Palavras-chave: PVN; imuno-histoquimica; glicemia; corticosterona; PCR.



MARTINS, Andressa Busetti. Vasoactive intestinal peptide and pituitary
adenylcyclase-activating polypeptide in energy homeostasis: role of estrogens.
2022. 74 p. Thesis (Doctorate in Physiological Sciences) - State University of
Londrina, Londrina, 2019.

ABSTRACT

Vasoactive intestinal peptide (VIP) and adenylate cyclase activating peptide
(PACAP) are anorectic peptides that act on the hypothalamus participating in the
neural control of food intake and energy metabolism. Estrogens also participate in
the control of energy homeostasis and have an inhibitory role on food intake in
females. The present work aimed to elucidate the action of VIP and PACAP and to
understand the role of estrogens in the actions of these peptides. For this, all rats
(adult male or female Wistar) were submitted to stereotaxis for implantation of an
intracerebroventricular guide cannula (ICV, lateral ventricle) or in the arcuate nucleus
of the hypothalamus (ARC). The females, immediately after stereotaxis, were also
bilaterally ovariectomized and, for seven days, received hormone replacement
(estradiol cypionate; 10 ug/0.2 mL/rats, sc) or the dilution vehicle (corn oil; 0.2 mL,
sc). After microinjection of VIP or PACAP, food intake was evaluated, blood was
euthanized for biochemical and brain analysis for real-time PCR, or perfusion was
performed for immunohistochemical analysis. In males, both VIP and PACAP
microinjected into the ARC or ICV promoted lower food intake, increased plasma
concentrations of glucose and free fatty acids, and decreased plasma triglycerides,
total lipids and cholesterol. Thus, the ARC can be pointed out as an important site of
action of VIP and PACAP to induce hypophagia and plasma metabolic alterations. In
females, the data showed the participation of estrogens in promoting hyperglycemia
and reduced food intake, however estrogens seem to have a more active
participation in the actions of PACAP, being highlighted by the increase of PAC1
expression and of immunoreactive neurons especially in the ARC. Thus, it is
suggested that estrogens act together with PACAP in the ARC and indirectly on the
actions of the VIP.

Key words: PVN; immunohistochemistry; blood glucose; corticosterone; PCR.
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1 INTRODUCAO GERAL

Os mecanismos de regulagdo fisiolégica e do controle metabdlico sdo
complexos e envolvem geralmente o sistema nervoso central, mais especificamente
areas hipotalamicas, e tecidos periféricos (OLLER DO NASCIMENTO CURI et al.,
1990; WOODS et al., 1998). O nucleo arqueado (ARC) do hipotalamo participa do
controle da ingestdo alimentar e do peso corporal (KOHNO;YADA, 2012; BOURET
et al, 2004) e é responsivo a horménios e nutrientes como insulina, leptina e glicose
(CONE et al., 2004). Esses sinais levam a mudancas na expressdo de
neuropeptideos associados a regulacdo da ingestdo de alimentos e metabolismo
lipidico (WORTLEY et al., 2004; CONE, et al., 2001; HAHN et al., 1998; JHANWAR-
UNIYAL et al., 1990).

O peptideo intestinal vasoativo (VIP) € um peptideo de 28 residuos de
aminoacidos pertencente a familia do glucagon-secretina, que foi primeiramente isolado
do trato gastrointestinal (SAID; MUTT, 1970) e posteriormente do hipotadlamo (TAYLOR,;
PERT, 1979). O VIP esta presente no nucleo paraventricular (PVN) (MORIN et al.,
1994), estimula a sintese de NPY (BALBI; ALLEN, 1993) e patrticipa de vias metabdlicas
induzindo a glicogendlise hepatica pela ativacdo do AMPc (MAGISTRETTI et al., 1981).
Quando microinjetado no PVN de ratos, o VIP promove aumento de corticosterona,
glicose e acidos graxos livres, bem como diminuicdo da ingestdo alimentar (LARA-
GALVAO, 2003; GHOURAB et al., 2011). Neurbnios que expressam o VIP estdo
distribuidos em diversas areas do sistema nervoso central (SNC), como cortex,
hipocampo, nucleo amigdaloide, tdlamo e hipotalamo. O nucleo supraquiasmatico do
hipotalamo apresenta grande concentragdo de neurdnios VIPérgicos e esta
normalmente colocalizado com neurénios GABAérgicos. Os receptores de VIP, receptor
de VIP tipo 1 (VPACL1 ou PAC1) e receptor de VIP tipo 2 (VPAC?2), sao receptores de
proteinas acoplados a proteina G expressos em areas do SNC associadas a funcdes
neuroendocrinas (HUGHES et al., 2011; USDIN et al., 1994), sendo PAC1 seletivo para
PACAP e VPAC2 sensitivo tanto para VIP quanto para PACAP (PISEGN.; WANK,
1993; HARMAR et al., 2002).

O polipeptideo ativador da adenilato ciclase pituitaria (PACAP), um peptideo
com 27 ou 38 aminoacidos, também faz parte da familia glucagon-secretina-VIP. O

PACAP estd amplamente distribuido no cérebro e nas glandulas enddcrinas e
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participa das respostas as fungdes emocionais e psicomotoras, sono e ingestado de
agua e alimentos (VAUDRY et al., 2009; ARIMURA, 1998; MIYATA et al., 1989).
PACAP é expresso no ARC e PVN (RESCH et al., 2013; SEGAL et al., 2005), e os
receptores PACAP, especialmente PAC1-R e VPAC2-R, sao abundantemente
expressos no hipotalamo (JOO et al., 2004; USDIN et al., 1994; SPENGLER, et al.,
1993). A microinjecdo de altas doses de PACAP na estria terminal resultou em
aumento da concentracdo plasmatica de corticosterona, anorexia e perda de peso
em ratos machos e fémeas (KOCHO-SCHELLENBERG et al., 2014; LEZAK et al.,
2014).

O controle da ingestdo alimentar e do peso corpéreo também é regulado
pelos esteroides ovarianos (BROWN; CLEGG, 2010). Os horménios produzidos
pelos ovérios estdo entre os fatores que influenciam a ingestéo alimentar e ganho de
peso em fémeas. O estradiol influéncia, em curto ou longo prazo, a homeostase do
peso corporal (GEARY, 2001; GEARY, 2004). A retirada de estrégenos, pela
ovariectomia, leva a mudancas no tamanho e na duracao das refeices ocasionando
hiperfagia e obesidade, e a reposicdo com estrogenos reverte esses efeitos
(SANTOLLO; ECKEL, 2008; MESSINA et al., 2006). Além disso, h& diminuicdo do
consumo alimentar e do peso corpdéreo durante o periodo de estro, fase de aumento
das concentracfes plasmaticas de estrégenos (SLONAKER, 1925; BROBECK et
al.,1947). Verifica-se que héa receptores de estradiol localizados na regido
parvocelular do PVN (SIMERLY et al., 1990) e propdem-se que o estradiol atue de
forma direta e indireta para diminuir a ingestdo de alimentos diminuindo a
concentracdo de peptideos orexigenos (BROWN; CLEGG, 2010) como o NPY
(TITOLO et al., 2006), grelina (CLEGG et al., 2007; THAMMACHAROEN et al., 2008;
FAULCONBRIDGE et al., 2003) e o hormdnio concentrador de melanina
(SANTOLLO; ECKEL., 2008; MESSINA et al., 2006).

Hong e colaboradores (2009) demonstraram um efeito diferencial da dieta
hipercaldrica em animais machos e fémeas, de modo que 0s machos se
apresentaram mais responsivos ao ganho de peso corporal e de tecido adiposo em
respostas a dieta hipercalorica que fémeas intactas, no entanto, a ovariectomia as
tornou tdo suscetiveis a desenvolverem o quadro de obesidade quanto os machos,
demonstrando que a protecdo contra a obesidade em fémeas € eliminada pela
ovariectomia. Além disso, 0s estrogenos apresentam um efeito protetor no

desenvolvimento de obesidade induzida pela dieta hiperlipidica tanto em machos
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(ZHU et al., 2014), quanto fémeas intactas (LITWAK et al., 2014) e ovariectomizadas
(RIANT et al., 2009; MATYSKOVA et al., 2010; STUBBINS et al., 2012a, 2012b;
ZHU et al.,, 2013). Adicionalmente, sabe-se que 0s estrOgenos sao capazes de
modular os efeitos de diferentes tratamentos anorexigenos, de modo que o estradiol
parece potencializar ou ser necessario para a resposta anorexigena desses
diferentes tratamentos, tais como leptina e CCK (SILVA et al., 2010; GEARY, 2001).

Considerando que: 1) o ARC é um nucleo importante que participa do controle da
ingestdo alimentar e do balangco energético, 2) tanto o VIP quanto o PACAP tém
demonstrado participar da regulacéo fisiologica desses processos, 3) ha falta de dados
sobre os efeitos de VIP e PACAP no ARC na homeostase energética, e 4) uma vez que
parece haver uma interacdo entre os peptideos VIP, PACAP com 0s estrogenos, € nao
ha relatos na literatura do papel dos estrégenos nos efeitos dos do VIP, PACAP no
controle da ingestéo alimentar e do metabolismo energético, se faz relevante avaliar os
de VIP e PACAP microinjetados no ARC ou intracerebroventricular (ICV) e seus efeitos
sobre a ingestédo de alimentos e parametros plasmaticos e ativacdo neuronal no PVN e
ARC, juntamente com o papel desempenhado pelos estr6genos na acdo desses

peptideos.

2 OBJETIVOS

Avaliar o papel de VIP e PACAP no nucleo arqueado do hipotalamo ou no
ventriculo lateral e a participacdo dos estrégenos em sua acdo, sobre a ingestédo
alimentar, parametros metabdlicos plasmaticos, ativagcdo neuronal e expressao de

RNAmM em ratos e ratas.

3 METODOLOGIA

Este trabalho esta dividido em dois momentos diferentes, sendo: experimento

com machos (ARTIGO 1) e experimento com fémeas (ARTIGO II).
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4 ARTIGO |

O nucleo arqueado do hipotalamo contribui para o efeito hipofagico e
alteracbes metabdlicas plasméticas induzidas pelo peptideo intestinal
vasoativo e polipeptideo ativador da adenilato ciclase pituitaria®

4.1 MATERIAIS E METODOS

4.1.1 Animais

Ratos Wistar machos pesando 215 - 230 g foram usados para os protocolos de
microinjecdo no ARC, e ratos Wistar machos pesando 260 - 280 g foram usados para
0s protocolos de microinjecao ICV (n = 279). Esses animais foram obtidos no Biotério
Central da Universidade Estadual de Londrina (UEL), e mantidos no Biotério Setorial do
Departamento de Ciéncias Fisioldgicas da UEL, em gaiolas coletivas com controle de
luz (claro das 6h00 as 18h00) e temperatura (22 + 2 °C). A menos que especificado de
outra forma, os animais tiveram acesso ad libitum a racéo peletizada para ratos e agua,
e 0s procedimentos experimentais foram conduzidos entre 8h00 e 12h00. Todos os
procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da UEL (Anexo 1: OF.CIRC.CEUA N° 135/2015, protocolo N° 4929.2015.80).

4.1.2 Drogas

As drogas utilizadas para os experimentos, microinjetadas no ventriculo
lateral ou no ARC, foram: VIP (Sigma Co., CA), 40 ng/g de peso corporal (PC) (3
nmol/g), PACAP (Sigma Co., CA) 4,0 ng/g PC (0,35 nmol/g) ou Veiculo (solucao
salina estéril: 0,9% NacCl). A dose de VIP e PACAP foi escolhida com base em
publicagcdes anteriores (ALEXANDER; SANDER, 1994; CHANCE et al.,, 1995;
MARTINS et al., 2018).

! Artigo publicado na revista Neurochemistry International (Apéndice 1). Martins, A. B.; Brownlow, M. L.;
Araujo, B. B.; Garnica-Siqueira, M. C.; Zaia, D. A. M.; Leite, C. M.; Zaia, C. T. B. V.; Uchoa, E. T.
Arcuate nucleus of the hypothalamus contributes to the hypophagic effect and plasma metabolic
changes induced by vasoactive intestinal peptide and pituitary adenylate cyclase-activating
polypeptide. Neurochemistry International, V. 155, art.105300, p. 1-9. DOl:
https://doi.org/10.1016/j.neuint.2022.105300.
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4.1.3 Procedimento cirurgico
Todos os animais foram submetidos a cirurgia estereotaxica. Os ratos foram

anestesiados intraperitonealmente com 40 mg/kg de PC de pentobarbital de sddio
(Nembutal) para os protocolos de microinjecdo no ARC, ou um coquetel de cetamina (K,
100mg/kg de PC, 10%, Agener Unido, Apucarana, PR, Brasil) e cloridrato de xilazina (X,
20 mg/kg PC, 2%, Anasedan®, Vetbrands, Jacarei, SP, Brasil) para os protocolos de
microinjecao no ICV, e foram colocados em um instrumento estereotaxico (David Kopf
Instruments, modelo 900). A canula guia de aco inoxidavel foi implantada no ARC ou
ICV (ventriculo lateral direito) de acordo com as coordenadas do atlas de Paxinos e
Watson (2009) (ARC: -3,8 mm caudal ao bregma, 10,2 mm da base do cérebro e 0,2
mm lateral ao seio sagital médio; ICV: -0,8 mm caudal ao bregma, -3,6 mm abaixo da
calota craniana e -1,5 mm lateral a sutura sagital). Para os experimentos com animais
ndo anestesiados, foram utilizados resina acrilica dentaria e dois parafusos de joalheiro
para fixar a canula guia ao cranio. Apés a cirurgia, os ratos receberam uma dose
profilatica de antibidtico (50.000 unidades de penicilina G: 0,1 mL por 100 g de peso
corporal, por via intramuscular) e paracetamol (200 mg/kg de peso corporal, por via
oral). A colocacdo da céanula foi verificada em todos os ratos seccionando o cérebro no
final do experimento, sendo somente incluidos na andlise de dados os ratos cuja area-
alvo foi alcancada. Todos 0s experimentos com animais ndo anestesiados foram

realizados 6 dias ap0s a cirurgia para permitir recupera¢éo completa dos mesmos.

4.1.4 Protocolos experimentais

Protocolol. Efeitos da microinjecéo de VIP ou PACAP no nucleo arqueado do hipotalamo
sobre os parametros metabdlicos plasmaticos e ingestao de alimentos:

No primeiro conjunto de protocolos (figura 1A), ratos anestesiados receberam
imediatamente apos a implantacdo da canula no ARC, microinjecao de Veiculo, VIP ou
PACAP (6 pL, 0,3 pL/min em 20 min com o auxilio de uma bomba de microinfuséo), e
apés 5, 10 ou 30 min, eles foram decapitados para coleta de sangue.No segundo
conjunto de protocolos (figura 1B), os ratos ficaram restritos a alimentagéo por 3 horas
(grupo Noite, experimentos entre 20 h e 22 h) ou por 24 horas (grupo Manha,
experimentos entre 8 h e 10 h) e receberam microinjecdo no ARC do Veiculo, VIP ou
PACAP (6 pL, 0,3 pL/min em 20 min com o auxilio de uma bomba de microinfusdo). Apés
1 hora, foi oferecido alimento (50 g) e avaliado o consumo alimentar (g) apos 120 min.
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Stereotaxic surgery: Microinjetion of VIP,
ARC PACAP or Vehicle
A I Blood collection for determination of plasma
After 5, 10 and 30 min> levels of glucose, free fatty acids, triglycerides,
Day1 total cholesterol and lipids

Day 6 - Night: Microinjetion of

VIP, PACAP or Vehicle

Stereotaxic surgery:

B ARC Day 6 Night: Night:
removal of food After 3 hours Food intake evaluation after 120 min
t After 1 hour
[ RECOVERY PERIOD
Dayl . After 24 hours Morning:
Day 6 Morning: . i ]
removal of food Food intake evaluation after 120 min

Day 7 - Morning: Microinjetion of

VIP, PACAP or Vehicle

Figura 1. Desenhos experimentais do protocolo 1. Efeitos da microinjecao de VIP ou
PACAP no nucleo arqueado do hipotdlamo nos parametros metabdlicos plasmaticos

(A) e ingestao alimentar (B).

Protocolo 2. Efeitos da microinjecéo de VIP ou PACAP no ventriculo lateral sobre os
parametros metabdlicos plasmaticos e ingestao de alimentos:

Neste conjunto de protocolos, apés 16 horas de jejum, os animais nao
anestesiados receberam microinje¢do ICV de Veiculo, VIP ou PACAP (6 pL, 6
puL/min em 1 min), e apds 15 min foram decapitados para coleta de sangue (figura
2). Em outro protocolo, apés 16 horas de jejum, 0s animais ndo anestesiados
receberam microinjecdo ICV de Veiculo, VIP ou PACAP (6 yL, 6 pL/min em 1 min), e
apos 15 min, todos os animais tiveram acesso a comida (50 g) e a ingestéo

alimentar foi quantificada (g) apos 120 min.

i . Day 7: Microinjeti f VIP, . . .
Stereotaxic surgery: ay croinjetion o Blood collection for determination of

lateral ventricle PACAP or Vehicle

1

glucose, free fatty acids and corticosterone

plasma levels

After 15 min

Food intake and evaluation after 120 min

RECOVERY PERIOD

Day 6:
removal of food
for 16 hours

Figura 2. Desenhos experimentais do protocolo 2. Efeitos da microinjecao de VIP ou
PACAP no ventriculo lateral sobre parametros metabdlicos plasmaticos e ingestéao

alimentar.
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Protocolo 3. Efeitos da microinjecao de VIP ou PACAP em neurdnios imunorreativos
de antigenos relacionados a Fos (FRA) no ARC:

Neste protocolo experimental (figura 3), apds 16 horas de jejum, os animais
ndo anestesiados receberam microinjecdo ICV (6 pL, 6 pL/min em 1 min) de Veiculo,
VIP ou PACAP. ApdGs 90 min, eles foram perfundidos transcardialmente para coleta
de tecido cerebral e ensaios de imuno-histoquimica (HOFFMAN et al., 1993;
HOFFMAN; MURPHY, 2000).

Stereotaxic surgery: Day 7: Microinjetion of VIP,

lateral ventricle PACAP or Vehicle

1

Perfusion for brain tissue collection and

After 90 min

immunohistochemistry
RECOVERY PERIOD

Day 6:
removal of food
for 16 hours

Figura 3. Desenhos experimentais do protocolo 3. Efeitos da microinjecédo de VIP ou
PACAP em neurbnios imunorreativos de antigenos relacionados a Fos (FRA) no
ARC.

4.1.5 Procedimentos analiticos

Imedatamenta apés a decapitacdo, o sangue do tronco foi coletado em tubos
heparinizados e centrifugados a 14.000 x g por 20 min a 4 °C. O plasma foi
armazenado a -20 °C e usado para ensaios bioquimicos. A analise bioquimica foi
realizada pelo método espectrofotométrico da glicemia (baseado na reacdo da
peroxidase de Trinder, Trinder, 1969) (BioLiquid Glucose Commercial Kit, Laborclin,
PR), acidos graxos livres pelo método modificado de Falholt et al. (1973), triglicerideos
(Commercial KitGPO Trinder, Bio Diagnostic), colesterol total (baseado na reacdo da
peroxidase de Allain, Allain et al., 1974) (Commercial Kit, Analisa, MG) e lipidios totais
(por Commercial Kit, Bioclin, MG); para determinacéo de corticosterona no plasma foi
usado método fluorimétrico modificado de Guillemin et al. (1958).

4.1.6 Perfuséo, preparacao de tecidos e imuno-histoquimica
Para a deteccdo de neurdnios imunorreativos a antigenos relacionados ao

Fos (FRA), os animais foram anestesiados intraperitonealmente com o coquetel K+X
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e perfundidos de forma transcardiaca com 200 mL de solugéo salina isotonica (0,15
M) contendo heparina (1:80), seguido de 400 mL de solucdo de paraformaldeido a
4% em tampao fosfato 0,1M (PB, pH 7,4), utilizando bomba peristaltica com
velocidade de 10 mL/min. O cérebro foi removido, fixado em paraformaldeido a 4%
por 1 hora e armazenado a 4°C em 0,1 M PB contendo 30% de sacarose. Os tecidos
cerebrais foram cortados em se¢bes de 30 um de espessura usando criostato,
separados em aliquotas e mantidos em solucdo crioprotetora (0,1 M PB,
etilenoglicol, glicerol — 3:2:1) a -20 °C. No primeiro dia, os cortes foram lavados trés
vezes com tampédo fosfato (PB, 0,01 M, pH: 7,4) por 5 min cada e, apés, a
peroxidase endogena foi bloqueada com solu¢do de H202 (30%) por 30 min. Em
seguida, os cortes foram lavados trés vezes em PB 0,01M por 5 min, e a ligacdo nao
especifica foi bloqueada com albumina bovina 5% por uma hora.
Subsequentemente, os cortes foram incubados durante a noite a 4 °C com anticorpo
anti-FRA, criado em coelho (1:2000, K25, Santa Cruz). Apés a lavagem, os cortes
foram incubados com o segundo anticorpo (anti-coelho de cabra biotinilado, 1:200,
Vector) por 1 hora e depois lavados em PB. Apo6s 1 hora de incubag¢éo em solucédo
de avidina-biotina-peroxidase (1:200, ABC, Vectastain) e trés lavagens em PB,
diaminobenzidina (0,01% DAB) e cloreto de niquelforam utilizados como
cromogenos para a deteccdo de FRA. As imagens foram adquiridas com o auxilio de
um sistema de imagens acoplado a um microscépio (Motic). Neurdnios
imunorreativos FRA foram considerados quando exibiam um produto de
imunorreacdo azul-preto conspicuo no nucleo da célula e foram quantificados
manualmente com o auxilio do software ImageJ (National Institutes of Health), por
participantes cegos ao protocolo experimental. O ARC foi identificado de acordo com
Paxinos e Watson (2009) e foi considerado de -1,8 mm a -3,12 mm do bregma.

4.1.7 Analise histolégica para localizagcédo de canula

Os cérebros foram cuidadosamente removidos, ap0s a eutanasia por decapitacao,
armazenados a temperatura de -80 °C e posteiomente fatiados com 30 pm de espessura,
em criostato a -10°C, para avaliacdo da posi¢cédo da canula, segundo atlas de Paxinos e
Watson (2009).
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4.1.8 Anélise estatistica

As andlises foram realizadas usando GraphPad Prism 6 (GraphPad Software,
San Diego, EUA). Uma analise exploratoria foi realizada para avaliar a normalidade
de distribuicdo (teste de Shapiro-Wilk) e homogeneidade de variancia (teste de
Levene) para cada variavel. Varidveis com distribuicdo normal e homogeneidade
foram analisadas por ANOVA seguida de teste post hoc de Dunnett (experimentos
com microinjecdo no ARC) ou teste t de Student (experimentos ICV). Na auséncia de
distribuicdo normal e/ou homogeneidade de variancia, foi utilizado o teste de Mann-
Whitney. As diferencas foram consideradas significativas quando p <0,05. Os dados
foram expressos como média + erro padrao da média (SEM) para o teste t e ANOVA
seguido pelo teste post hoc de Dunnett e como mediana (intervalo interquartil 1°-3°)
para o teste de Mann-Whitney. As diferencas foram consideradas significativas para
p<0,05.

4.2 RESULTADOS

Protocolo 1. Efeitos da microinjecdo de VIP ou PACAP no nlcleo arqueado do
hipotalamo sobre os parametros metabdlicos do plasma e ingestao de alimentos

A ANOVA seguida pelo teste post hoc de Dunnett mostrou que quando VIP foi
microinjetado no ARC, as concentracdes plasmaticas de glicose (figura 4A) e acidos
graxos livres (figura 4B) aumentaram (p<0,05) apés 10 min e 30 min de
microinjecao, enquanto que a microinjecdo de PACAP no ARC aumentou apenas
transitoriamente (p<0,05) a concentracdo de &cidos graxos livres apos 10 min da
microinjecao e ndo houve alteracdo da concentracéo de glicose. A microinjecéo de
PACAP no ARC, mas nédo VIP (p>0,05), diminuiu os valores plasmaticos de
triglicerideos (figura 4C, p<0,017) apos 5 min, sem altera¢des apds 10 min (p=0,125)
ou 30 min (p=0,691) da microinjecdo. A diminuicdo (p<0,05) da concentragéo
plasmatica de colesterol foi observada apds 5 min de microinje¢éo de VIP no ARC, sem
efeitos de PACAP neste parametro (figura 4D). A concentracdo total de lipidios no
plasma diminuiu (p<0,05) apds a microinjecao de VIP e PACAP em todos os tempos
avaliados (figura 4E).

No ARC, a microinjecéo de VIP ou PACAP também reduziu (ANOVA seguida
de teste post hoc de Dunnett, p<0,0001) a ingestdo alimentar nos periodos Manha e

Noturno quando comparado ao grupo Veiculo (figura 5).
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Figura 4. Concentracbes plasmaticas de glicose (mg/dL) (A), acidos graxos livres
(umoles/dL) (B), triglicerideos (mg/dL) (C), colesterol total (mg/dL) (D), e lipidios
totais (mg/dL) (E) apds microinjecéo (6 pL, 0,3 pL/min em 20 min, com auxilio de
bomba de microinfusdo) de Veiculo (solu¢do salina estéril, NaCl 0,9%), peptideo
intestinal vasoativo (VIP; 40 ng/g) ou polipeptideo ativador da adenilato ciclase
pituitaria (PACAP; 4,0 ng/g) no nucleo arqueado do hipotalamo. O ndmero de animais
€ mostrado dentro das barras dos graficos. Os dados foram analisados por ANOVA
seguido do teste post hoc de Dunnett (grupo controle: Veiculo em cada tempo) e

estdo apresentados como média + SEM. *p<0,05 versus respectivo grupo Veiculo.
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Figura 5. Ingestdo de alimentos (g) ap6s microinjecao (6 pL, 0,3 pL/min em 20 min,
com o auxilio de uma bomba de microinfusdo) de Veiculo (solucdo salina estéril,
NaCl 0,9%), peptideo intestinal vasoativo (VIP; 40 ng/ g) ou polipeptideo ativador da
adenilato ciclase hipofisaria (PACAP; 4,0 ng/g) no nucleo arqueado do hipotalamo
pela manha (entre 08:00 e 10:00) ou a noite (entre 20:00 e 22:00). O numero de
animais € mostrado dentro das barras. Os dados foram analisados por ANOVA
seguido do teste post hoc de Dunnett (grupo controle: Veiculo em cada periodo) e

estdo apresentados como média = SEM. *p<0,0001 versus respectivo grupo Veiculo.

Protocolo 2. Efeitos da microinjecéo de VIP ou PACAP no ventriculo lateral sobre os
parametros metabdlicos plasmaticos e ingestao de alimentos:
A microinjecao ICV de VIP, mas ndo PACAP (figura 6B, D e F) aumentou a

concentracdo plasmatica de glicose e corticosterona (figura 6A e E, teste t,
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p<0,0001), e diminuiu a de &cidos graxos livres (figura 6C, teste t p<0,0001). Tanto a
microinjecao de VIP quanto de PACAP no ventriculo lateral reduziram a ingestdo de
alimentos (teste de Mann-Whitney para VIP e teste t para PACAP, p<0,05) em

comparacgdo com o veiculo (figura 7A e B, respectivamente).

Protocolo 3. Efeitos da microinjecdo de VIP ou PACAP em neurdnios imunorreativos
de antigenos relacionados a Fos (FRA) no ARC:

Houve um aumento no numero de neurbnios FRA-imunorreativos no ARC
apos as microinjecdes de VIP (teste t, p = 0,021) e de PACAP (teste t, p = 0,039)
quando comparado ao grupo Veiculo (figura 8A e B, respectivamente).
Fotomicrografias representativas de neurbnios imunorreativos para FRA no ARC

desses animais sédo mostradas na figura 8, painéis C-F.
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Figura 6. Concentracdes plasmaticas de glicose (mg/dL) (A, B), acidos graxos livres
(umoles/dL) (C, D) e corticosterona (ug/dL) (E, F) apds microinje¢ao (6 uL, 6 yL/min
em 1 min) de Veiculo (solugdo salina estéril, 0,9% NaCl), peptideo intestinal
vasoativo (VIP; 40 ng/g) ou polipeptideo ativador de adenilato ciclase pituitaria
(PACAP; 4,0 ng/g) no ventriculo lateral. O nimero de animais € mostrado dentro das
barras. Os dados sdo expressos como média + SEM para o teste t (A — E) e
mediana (1°-3° intervalo interquartil) para o teste de Mann-Whitney (F). *p<0,05

versus respectivo grupo Veiculo.
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Figura 7. Ingestdo de alimentos (g) apos microinjecao (6 pL, 6 uL/min em 1 min) de
Veiculo (solucdo salina estéril, NaCl a 0,9%), peptideo intestinal vasoativo (A, VIP,
40 ng/g) ou adenilato hipofisario polipeptideo ativador da ciclase (B, PACAP, 4,0
ng/g) no ventriculo lateral. O niumero de animais € mostrado dentro das barras. Os
dados sdo expressos como média + SEM para o teste t (B) e mediana (1°-3°
intervalo interquartil) para o teste de Mann-Whitney (A). *p<0,05 versus respectivo

grupo Veiculo.
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Figura 8. Numero de neurdnios imunorreativos a antigenos relacionados a Fos
(FRA-ir) no nucleo arqueado do hipotalamo (ARC) apos microinjecéo (6 pL, 6 pL/min
em 1 min) de Veiculo (solucédo salina estéril, NaCl a 0,9%), peptideo intestinal
vasoativo (A, VIP, 40 ng/g) ou polipeptideo ativador da adenilato ciclase pituitaria (B,
PACAP, 4,0 ng/g) no ventriculo lateral. Fotomicrografias representativas (ampliacéo
10x) de imuno-histoquimica para neurénios FRA-positivos no ARC apos Veiculo (C e
D), VIP (E) ou PACAP (F). O numero de animais € mostrado dentro das barras. Os
dados foram analisados pelo teste t e sdo apresentados como média + SEM.
*p<0,05 versus respectivo grupo Veiculo. A barra de escala representa 100 pm

(ampliacdo de 100x).
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4.3 DISCUSSAO

As microinjecbes VIP e PACAP especificamente no ARC diminuiram a
hiperfagia induzida pelo jejum, promoveram hipofagia e alteracbes metabdlicas
plasmaticas. Além disso, microinjecbes de VIP e PACAP no ventriculo lateral
induzem ativacdo neuronal no ARC, bem como diminuicdo da hiperfagia induzida
pelo jejum e alteracdo dos parametros plasmaticos.

A hipofagia, hiperglicemia, aumento da concentracdo plasmético de
corticosterona e reducdo da concentracdo plasmatico de acidos graxos livres
promovidos pela microinjecédo ICV de VIP estdo de acordo com trabalhos publicados
anteriores (ITOH et al., 1982; GHOURAB et al., 2011; NAGAI et al., 1994; MARTINS
et al., 2018; GARNICA-SIQUEIRA et al., 2019). Além disso, a microinjecdo ICV de
PACAP reduziu a ingestdao de alimentos (MIZUNO et al., 1998; MORLEY et al.,
1992) e aumentou a glicose plasmatica em camundongos e ratos (Yl et al., 2010;
MOUNIEN et al., 2009). Essas respostas sdo mediadas pelo hipotalamo, e o ARC é
conhecido por participar do circuito neural que controla a homeostase energética
(SATOH et al., 1997; CONE et al., 2001). Devido a sua localizacdo anatémica na
parte inferior do terceiro ventriculo nas proximidades da iminéncia mediana, 0s
neurénios ARC estédo favoravelmente posicionados para responder rapidamente as
respostas periféricas, facilitando seu papel crucial na regulacdo da homeostase
energética (JOLY-AMADO et al., 2014). No ARC, esses sinais atuam em neurbnios
gue expressam mediadores orexigenos, como neuropeptideo Y (NPY) e proteina
relacionada ao gene Agouti (AgRP), ou neuropeptideos anorexigénicos, como
proopiomelanacortina (POMC) e o transcrito regulado pela cocaina e anfetamina
(ELIAS et al., 1998; HAHN et al., 1998; CHANG et al., 2021).

Conforme descrito por Ghourab et al (2011), a administracao ICV de VIP
diminuiu significativamente a hiperfagia induzida pelo jejum pela manha e a ingestéo
de alimentos na fase escura. Assim, a microinjecao de VIP e PACAP no ARC para
analise da ingestdo alimentar foi realizada pela manha e a noite para avaliar os
efeitos diretos desses neuropeptideos no ARC na hiperfagia induzida pelo jejum e
na ingestdo alimentar, respectivamente. Até onde sabemos, nosso estudo mostrou
pela primeira vez que as microinjecdes de VIP e PACAP no ARC reduzem a
hiperfagia induzida pelo jejum (grupo Manha e grupo Noite) e promovem alteracfes

metabdlicas periféricas. A expressao de receptores VIP (VPAC1-R e VPAC2-R) e



29

receptores PACAP (PAC1 e VPAC2) no hipotédlamo, incluindo o ARC (USDIN et al.,
1994; LABURTHE et al., 2002; MOUNIEN et al., 2009) reforcam nossos achados de
que VIP e PACAP podem modular diretamente a atividade neuronal neste nucleo,
que foi avaliada pela expressdo de FRA. Além disso, FRA (antigenos relacionados a
Fos) sdo proteinas quimicamente semelhantes a Fos, que alteram a transcricdo
celular, positiva ou negativamente, em resposta a sinais na superficie celular e sao
Uteis na avaliacao da ativacdo neuronal (DRAGUNOW, 1987; MOREAU; CIRIELLO,
2013). Assim, a expressdo de FRA foi usada como marcador para avaliar se os
neurénios ARC foram recrutados apos microinjecdes VIP e PACAP no SNC. Apoés a
microinjecao ICV de VIP ou PACAP, o aumento da expressdo de FRA em neurdnios
ARC indica alteracbes na atividade neuronal nesse nucleo, sugerindo que esses
neuropeptideos estimulam neurénios no ARC. Em concordancia com nossos
achados, a microinje¢ao ICV de PACAP em camundongos induziu a expresséo de
Fos no ARC e aumentou a ativacdo do neurénio POMC no ARC (MOUNIEN et al.,
2009).

Evidéncias moleculares e celulares foram publicadas em estudos anteriores,
0s quais demonstraram que o0s neurénios POMC do nucleo arqueado expressam
receptores PACAP e VIP (MOUNIEN et al., 2006), e tanto PACAP quanto VIP
estimulam a biossintese e liberagdo do horménio estimulador de melandcitos alfa (a-
MSH), um produto do processamento pos-traducdo de POMC, e o bloqueio dos
receptores MC3/ C4 foi capaz de reverter a hipofagia induzida por VIP e PACAP
(MOUNIEN et al., 2006; MOUNIEN et al., 2009; GHOURAB et al., 2011). Esses
dados indicam que os neurdénios POMC no ARC sdo mediadores importantes dos
efeitos anorexigénicos VIP e PACAP, e esses peptideos podem atuar diretamente
no ARC para alterar a expressdo de neuropeptideos e, assim, promover tanto a
hipofagia (noite) quanto a reducao da hiperfagia induzida pelo jejum (manha). Nesse
contexto, pode-se especular que o VIP e o PACAP reduziram a hiperfagia induzida
pelo jejum, ao inibir os neurénios NPY/AgRP do ARC, que sao estimulados pelo
jejum (UCHOA et al., 2012). No entanto, a falta de evidéncias de que esses
neuropeptideos alteram a expressdo de AgRP ou NPY no ARC enfraquece essa
hipotese (GHOURAB et al, 2011; MOUNIEN et al., 2009). Por outro lado, a
participagcédo do sistema ARC melanocortina pode ser apontada novamente, uma vez
que o jejum reduziu POMC no ARC (MOUNIEN et al, 2009), e VIP e PACAP
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aumentaram (MOUNIEN et al., 2006; MOUNIEN et al., 2009; GHOURAB et al.,
2011).

Além disso, ja foi demonstrada a presenca de neurbnios sensiveis a
concentracdo de glicose no ARC, sugerindo uma importante participagdo desse
ndcleo no controle glicémico (GARDUNO et al., 2019). Nesse contexto, 0 aumento
das concentracdes plasmaticas de glicose e corticosterona apos microinjecéo ICV de
VIP €& corroborado por estudos anteriores (MARTINS et al.,, 2018; GARNICA-
SIQUEIRA et al., 2019). Diferentemente do VIP, a microinje¢éo ICV de PACAP néo
alterou os valores plasmaticos de glicose ou corticosterona. No entanto, a
participacdo do PACAP no controle da producdo de glicose foi observada em
camundongos, que apresentaram aumento da glicemia, mas néo de corticosterona,
apos microinjecdo ICV de PACAP (MOUNIEN et al., 2009). Além disso, foi
observado aumento de glicose e corticosterona apds microinjeccdo ICV de 1 nmol
de PACAP em ratos (YI et al., 2010), cuja concentracdo foi trés vezes superior a
utilizada no presente trabalho. Em relacédo ao perfil lipidico, a reducdo dos valores
plasmaticos de acidos graxos livres ap6s microinjecdo ICV de VIP esta de acordo
com dados de Garnica-Siqueira et al. (2018; 2019) e Martins et al. (2018); no
entanto, nosso estudo é o primeiro a investigar os efeitos da microinjecdo ICV de
PACAP em acidos graxos livres em ratos. Trabalhos anteriores em cées (KAWAI et
al., 1994) e galinhas (TACHIBANA et al., 2007) mostraram que este peptideo
aumentou a concentracdo plasmética de acidos graxos livres apés 5 a 10 min ou 30
min de microinjecdo de PACAP, respectivamente. Portanto, deve-se notar que
tempos, animais ou doses diferentes podem determinar respostas diferentes para
VIP ou PACAP.

Os achados do presente trabalho mostrando que as microinjegbes VIP e
PACAP no ARC induzem hiperglicemia e aumento de acidos graxos livres
circulantes estao de acordo com estudos anteriores de que o hipotalamo responde a
estimulacdo quimica com epinefrina, norepinefrina ou dopamina, aumentando o0s
acidos graxos livres e de glicose plasmaticos (COIMBRA; MIGLIORINI, 1983;
STEFFENS et al., 1988; ZAIA et al., 1997). A reducdo dos lipidios totais apds a
microinjecao de VIP e PACAP no ARC é provavel de ocorrer por causa dos efeitos
desses peptideos na reducdo das concentracdes plasmaticas de colesterol ou
triglicerideos, o que pode ser devido a sua maior utilizacdo no figado ou tecidos

adiposos (GIBBONS et al. 2000). O papel do hipotdlamo e do sistema nervoso
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autdbnomo no controle do metabolismo lipidico esta bem estabelecido (NOGUEIRAS
et al., 2010; BRUINSTROOP et al., 2014), e o sistema de melanocortina no ARC
demonstrou contribuir para este circuito de controle metabdlico, estimulando o
catabolismo dos lipidios (NOGUEIRAS et al, 2007). Em concordancia, a
deaferentagdo hipotalamica em ratos reduziu a mobilizacdo de acidos graxos livres
qguando a atividade simpatica era necessaria (GROSS; MIGLIORINI, 1977), e alguns
estudos demonstraram a mobilizacdo de acidos graxos livres do tecido adiposo pelo
sistema nervoso simpético (TEIXEIRA et al.,, 1973; BRUINSTROOP et al., 2014).
Consequentemente, o bloqueio central dos receptores de melanocortina em ratos ou
0 nocaute desses receptores em camundongos levou ao aumento da sintese e
armazenamento de lipidios no tecido adiposo branco, bem como a um aumento no
colesterol circulante de lipoproteina de alta densidade por meio das vias hepéaticas
(NOGUEIRAS et al., 2008; NOGUEIRAS et al., 2010; PEREZ-TILVE et al., 2010).

O conjunto dos nossos resultados apontam que as microinjecdes de PACAP
ou VIP no ARC promovem agudamente respostas simpaticas tipicas sobre o
metabolismo, como aumentos na glicemia e mobilizacdo de lipidios, conforme
observado pela elevacdo plasméatica de &cidos graxos livres acompanhada de
diminuicdo de colesterol ou triglicerideos. Na verdade, esses resultados podem ser
apoiados pelo papel bem estabelecido dos neurdnios no ARC para controlar a
atividade de Orgdos periféricos, regulando substratos plasméticos por meio do
sistema nervoso autbnomo (JOLY-AMADO et al.,, 2014; MANCEAU et al., 2020).
Assim, apesar do sistema nervoso simpatico nao ter sido avaliado neste trabalho, é
tentador hipotetizar que VIP e PACAP podem ativar neurénios ARC para recrutar o
sistema nervoso simpatico e promover aumento na glicemia e acidos graxos livres.
Este conceito pode ser reforcado por dados que mostram que quase todos 0s
tecidos recebem inervacdo do sistema nervoso autdbnomo, incluindo o figado,
pancreas enddcrino, tecido adiposo, e que os neurdnios hipotalamicos modulam o
metabolismo da glicose e o0 metabolismo lipidico por meio da modula¢cdo autonémica
no figado e tecido adiposo (KALSBEEK et al., 2010; JOLY-AMADO et al., 2014).

E importante destacar que, além do ARC, o PVN também expressa
receptores VIP e PACAP (DE SOUZA et al., 1985; USDIN et al., 1994; JOO et al.,
2004). De fato, a participagédo de PVN em algumas dessas respostas eliciadas por
VIP e PACAP foi relatada anteriormente, como 0 aumento nas concentracdes

plasmaticas de corticosterona apds microinjecdo de VIP em PVN (ALEXANDER;
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SANDER, 1994), bem como maior expressdo de FRA em o PVN apds microinjecédo
ICV de VIP, indicando que VIP ativa neur6nios do PVN (GARNICA-SIQUEIRA et al.,
2018), além dos efeitos anorexigénicos induzidos por microinjecdes no PVN de
PACAP (RESCH et al., 2013). Além disso, os neurbnios do ARC projetam e
modulam neurbnios do PVN (LU et al., 2003), que expressam neuropeptideo
anorexigénico CRH e recrutam o sistema nervoso simpatico (NUNN et al., 2011).
Assim, considerando que o CRH é um mediador anorexigénico do hormdnio
estimulante de a-melandcitos (a-MSH) e VIP (LU et al., 2003; GARNICA-SIQUEIRA
et al., 2018), as microinjecdes ICV de VIP e PACAP aumentaram a atividade
neuronal e a expressao de CRH no PVN (GRINEVICH et al., 1997; AGARWAL et al.,
2005; DORE et al., 2013; GARNICA-SIQUEIRA et al., 2018), outra hipbtese € que as
acoes VIP e PACAP no ARC para induzir hipofagia e regular o metabolismo
energético periférico podem também ser mediada por neurénios PVN (figura 9).
Outro aspecto interessante de ser comentado é que a liberacdo de VIP do
trato gastrointestinal, em resposta a alimentacdo (MISKOWIAK et al., 1985), além da
reducdo da ingestdo de alimentos apds injecdes periféricas de VIP em diferentes
espécies (MATSUDA et al., 2005, 2006; YU et al., 2011), sugerem que o VIP pode
atuar como um fator de saciedade, uma vez que o VIP pode atravessar a barreira
hematoencefalica (DOGRUKOL-AK et al., 2003; DOGRUKOL-AK et al., 2004). Além
disso, a injecao periférica de PACAP mostrou reduzir a ingestdo de alimentos em
camundongos (VU et al., 2015). Assim, os analogos de VIP e PACAP podem ser
ferramentas terapéuticas promissoras para o tratamento da obesidade e precisam

ser mais exploradas.
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Figura 9. Efeitos da microinjecao de VIP ou PACAP no ARC. VIP: peptideo intestinal
vasoativo. PACAP: polipeptideo ativador da adenilato ciclase pituitaria. PVN: nucleo
paraventricular do hipotalamo. ARC: nucleo arqueado do hipotalamo. NPY/AgRP:
neuropeptideo Y/proteina relacionada ao gene Agouti. a-MSH: horménio estimulante
de a-melanécitos. CRH: horménio liberador de corticotropina. OT: hormdnio

ocitocina.
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4.4 CONCLUSAO

Em resumo, o presente estudo mostra que VIP e PACAP atuam no ARC induzindo
hipofagia, reducdo da hiperfagia induzida pelo jejum, aumento das concentragdes
plasméticas de glicose e acidos graxos livres, associadas a menores concentracdes de
triglicerideos, colesterol e lipideos totais. Assim, além de outros nucleos, o ARC pode ser
apontado como um importante local de acao tanto do VIP quanto do PACAP para induzir

hipofagia e alteracdes metabdlicas plasmaticas.
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5 ARTIGO I

Papel dos estrogenos nos efeitos de hipofagia e alteracbes metabdlicas
plasméticas induzidas por microinjegdo intracerebroventricular do peptideo
intestinal vasoativo e polipeptideo ativador da adenilato ciclase pituitaria

Artigo a ser submetido a revista Brain Research Bulletin.

5.1 MATERIAIS E METODOS

5.1.1 Animais

Foram utilizadas ratas Wistar adultas (n=130) pesando entre 250-270 g,
provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual de Londrina (UEL). Foram
mantidas no Biotério Setorial do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas (CIF-B2), com
luz (ciclo 12 h claro/escuro) e temperatura (22 + 2 °C) controladas, e agua e
alimentacdo a vontade, exceto nos experimentos que envolvam jejum. Os
experimentos ocorreram no Laboratorio de Fisiologia Neuroendocrina e Metabolismo
do CIF, no periodo noturno a partir das 18 h e realizados 7 dias ap0s a cirurgia para
permitir aos animais uma recuperacdo completa. Este protocolo foi aprovado pela
Comiss&o de Etica no Uso de Animais da UEL (OF.CIRC.CEUA. N 12/2018, protocolo
N° 21997.2017.34; Anexo 2).

5.1.2 Drogas

Por microinjegé&o intracerebroventricular (ICV) foram administrados: VIP (Sigma
Co., CA) na dose de 40 ng/g rato em 6 uL; PACAP (Sigma Co., CA) na dose de (4,0
ng/g em 6 pL), doses de VIP e PACAP escolhidas com base em publicagbes
anteriores (ALEXANDER; SANDER, 1994; CHANCE et al., 1995; MARTINS et al.,
2018), como veiculo foi microinjetado 6 uL de salina estéril (NaCl 0,9%). O hormonio
de reposicao foi o cipionato de estradiol (Pfizer, Sdo Paulo, SP), 10 pg/0,2 mL/rata,
subcutaneo (sc), e como veiculo em relagdo ao horménio foi utilizado 6leo de milho

0,2 mL, subcutaneo.
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5.1.3 Protocolos experimentais

Todos os animais foram submetidos a estereotaxia e a cirurgia de
ovariectomia bilateral (OVX); apés cirurgia foram mantidas em duplas em caixas
coletivas constituindo os seguintes grupos experimentais:
- grupo OVX+O: ratas ovariectomizadas e tratadas com 6leo de milho;

- grupo OVX+E: ratas ovariectomizadas e tratadas com estradiol.

Protocolo 1. Efeitos da microinjecdo intracerevroventricular de VIP ou PACAP sobre
parametros metabdlicos plasmaticos e ingestéo de alimentos

Neste conjunto de protocolos, as ratas OVX+O e OVX+E tiveram a racao
retirada as 16 h e, as 18h, receberam microinjecdo ICV de Salina, VIP ou PACAP (6
pL, 6 pL/min em 1 min). Ap6s 15 min, as ratas foram submetidas a eutanasia por
decapitacdo, o sangue foi coletado em tubos heparinizados para obtencao de plasma
para determinacdes plasmaticas de glicose, acidos graxos livres, e corticosterona. Os
cérebros foram retirados para avaliacdo histolégica dos locais da microinjecdo. Em
outro protocolo, apos a retirada de alimento as 16 h e microinjecdo ICV as 18 h, as
ratas receberam microinje¢éo ICV de Salina, VIP ou PACAP (6 pL, 6 pL / min em 1
min), e apdés 15 min, todos os animais tiveram acesso a comida (50 g) e a ingestao

alimentar foi quantificada (em g/100 g de peso corporeo) apos 120 min.

Protocolo 2. Efeitos da microinjecdo intracerevroventricular de VIP ou PACAP em
neurbnios imunorreativos de antigenos relacionados a Fos (FRA) no PVN e ARC

Neste protocolo experimental, a racdo das ratas OVX+0O e OVX+E foi retirado
as 16 h e as 18 h elas receberam microinjegéo ICV de Salina, VIP ou PACAP (6 pL,
6 puL/min em 1 min); ap6s 90 min, foram perfundidas para coleta de tecido cerebral e
ensaios de imuno-histoquimica (HOFFMAN et al., 1993; HOFFMAN; MURPHY,
2000).

Protocolo 3. Efeitos do tratamento com estradiol na expressdo quantitativa de RNAm de
VPAC2 e PAC1 por meio de PCR em tempo real no PVN e ARC

Neste protocolo experimental, apdés a retirada de alimento as 16 h e
microinjecdo ICV as 18 h, a racdo das ratas OVX+O e OVX+E receberam Salina,
tiveram seus cérebros congelados em freezer -80 °C; esses ceérebros foram

microdissecados utilizando-se uma agulha de puncao inoxidavel de 1,5 mm de
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diametro, em um criostato. O RNA total foi isolado de cada amostra de tecido
hipotalamico usando Reagente Trizol (Invitrogen®, Nova Zelandia), o RNA foi usado
para a sintese de cDNA e posterior quantificacdo em maquina de PCR em tempo

real.

5.1.4 Procedimentos cirurgicos

Cirurgia estereotaxica:

Todas as ratas foram anestesiadas intraperionealmente com dose de 100 mg/kg
de ketamina (Agener Unido, 10%) e 20 mg/kg de cloridrato de xilazina (Anasedan®;
Vetbrands, Jacarei, Brazil; 2%) e, ao entrarem em hipnose, foi realizada a tricotomia na
regido dorsal da cabecga do animal. Por estereotaxia unilateral, foi implantada canula-guia
de aco inoxidavel (0,7 mm de didmetro externo, 0,4 mm de didametro interno e 10 mm de
comprimento), no ventriculo lateral direito AP = -0,8 mm; H = -3,6 mm; L = -1,5 mm;
utilizando-se como referéncias o Bregma, a calota craniana e a sutura sagital,
respectivamente, segundo coordenadas do atlas de Paxinos e Watson (2009). A canula-
guia foi entéo fixada com acrilico autopolimerizante (Simplex®) sobre a calota craniana,
onde previamente foram fixados parafusos metalicos para assegurar a adesdo do
polimero ao o0sso. O critério para a verificacdo da posicdo da canula no ventriculo lateral
se deu pelo influxo de salina (NaCl 0,9%), por meio de uma coluna de salina, durante a
cirurgia de implantacéo da canula. Dentro da canula implantada, um mandril de aco foi
posicionado para evitar a sua obstru¢do por detritos apds o procedimento cirlrgico. Ao
final da cirurgia, foi dada uma dose profilatica de antibiético (50000 unidades de penicilina
G: 0,1 mL por 100 g de peso corporeo via intramuscular) e paracetamol (200 mg/kg, via
oral). As fémeas foram mantidas em gaiolas coletivas contendo no maximo trés animais,
para melhor recuperacdo da cirurgia, recebendo &gua e alimentacdo a vontade

juntamente com as inje¢des diarias de 6leo de milho ou estradiol.

Ovariectomia bilateral:

Logo em seguida a cirurgia estereotaxica e ainda sob anestesia, foi realizada
a cirurgia de ovariectomia bilateral (OVX) seguindo técnicas correntes em
endocrinologia (FOLADOR, ZAIA, FERNANDES, 2005).
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5.1.5 Analises bioquimicas

Imediatamente ap0s a decapitacdo, o sangue do tronco foi coletado em tubos
heparinizados e centrifugados a 14.000 x g por 20 min a 4 °C. O plasma foi
armazenado a -20 °C e usado para ensaios bioquimicos. As andlises bioquimicas

realizadas foram:

Dosagem de glicose plasmaética:

Determinacdo espectrofotométrica da concentracdo plasmatica de glicose foi
realizada utilizando-se o Kit Comercial Glicose BioLiquid (Laborclin, PR), baseado na
reacao da peroxidase (Trinder, 1969), onde a glicose é determinada por sua reacao
com a glicose oxidase, na qual sdo gerados o acido glucurénico e o peroxido de
hidrogénio. O peroxido de hidrogénio entdo reage com o hidroxibenzoato de sodio e
4-aminofenazona, produzindo um complexo corado de cor rosa com maximo de
absorcdo em 500 nm. A intensidade da coloracao é proporcional a concentracao de

glicose da amostra, sendo seus valores expressos em mg.dL™2.

Dosagem de acidos graxos livres plasmaticos:

Para a determinacdo plasmatica da concentracdo de acidos graxos livres foi
utilizado o método espectrofotométrico de Falholt et al. (1973). Amostras de plasma
(100 pL) foram submetidas a duas extracdes seguidas de agitacdo, aspiracdo da
fase superior e centrifugacdo. Como padrdo, foram utilizados 50 pyL de &cido
palmitico (2 mmolar) em 1,0 mL de tampéao fosfato (pH 6,4) e 6,0 mL de solucao
extratora, e para o branco apenas a solucao extratora. Na 12 extracao utilizou-se 1,0
mL de tampéo fosfato (pH 6,4) e 6,0 mL de solucéo de cloroférmio + heptano +
metanol, e na 22 extracao 2,0 mL CuTEA (pH 8,1). Apds, em 3,0 mL da fase superior
foi adicionado 1,0 mL do reagente de cor (DPC: 4% de 1,5- difenilcarbazida-
difenilcarbazona em 0,1 mL de TEA 1 M). A leitura foi realizada em
espectrofotometro no comprimento de onda de 550 nm e os resultados expressos

em umoles.dL.

Dosagem de corticosterona plasmatica:
A determinacdo da concentracdo de corticosterona plasmatica foi feita pelo
meétodo fluorimétrico de Guillemin et al. (1958), o qual se baseia na fluorescéncia da

corticosterona em acido sulfurico. Para a execucdo do meétodo, tem-se como solucéo
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padrao 1 mg de corticosterona dissolvida em 10 mL de etanol absoluto. Em relagao
as amostras dos animais, 200 yL de plasma foram acrescidos em 6 mL de
diclorometano, com posterior agitacdo e aspiracao da fase superior, possibilitando a
particdo e extragdo da corticosterona. Apds isso, 500 yL de NaOH 0,1 N foram
adicionados a amostra para lavagem, seguido por agitacdo e aspiracdo da fase
superior; apo6s, 500 uL de agua destilada foram adicionados, fez-se agitacdo. Como
branco, apenas 4 mL de diclorometano foram utilizados. Na segunda etapa do
método,5, 10 e 20 yL de solugdo "working" (0,5 mL de solugdo padréo e etanol)
foram adicionados ao tubo da solugdo padrdo e 1 mL de (H2SOs : etanol) foi
acrescido a todos os tubos para uma segunda extracdo, seguido por agitacdo, em
repouso de 20 minutos. A leitura foi feita em fluorimetro, com excitacdo 477 nm,
emissao 520 nm e sensibilidade 11. Os valores da concentracdo plasmatica de
corticosterona obtidos foram expressos em ug. d*.

5.1.6 Andlise histologica

Para a avaliacdo do posicionamento correto da canula, todos os cérebros apos
remocao foram cortados em fatias de 60 um por meio de criostato, até a identificacdo do
posicionamento da canula. Para a andlise dos cortes histologicos utilizou-se o atlas de
Paxinos e Watson (2009).

5.1.7 Perfusao de cérebro

As fémeas foram anestesiados com ketamina/xilazina (45 mg/mL e 7 mg/mL,
respectivamente) e, apds o desaparecimento dos reflexos raqui-medulares, foram
submetidos a perfusdo do SNC. A perfuséo intracardiaca foi iniciada com a infusédo
de 200 mL de solucao salina isotonica (NaCl 0,15 M) com heparina (diluicdo 1:80)
seguida pela infusdo de 400 mL de paraformoldeido 4%, utilizando bomba
peristaltica com velocidade de infusdo de 10 mL/min. O tecido foi pés-fixado em
paraformoldeido 4%, por 1 h, e entdo estocado em uma solucdo de sacarose 30% a

4 °C para a realizacao dos procedimentos imunoistoquimicos.
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5.1.8 Imuno-histoquimica

Para a avaliacdo imuno-histoquimica de FRA (Fos-related antigens), que sdo
proteinas quimicamente semelhantes ao FOS, os tecidos cerebrais foram seccionados
em cortes de 30 uym de espessura, utilizando-se criostato, separados em aliquotas e
mantidos em solucéo crioprotetora em freezer -20 °C. No primeiro dia, os cortes foram
lavados trés vezes com tampao fosfato (PB, 0,01 M, pH:7,4) por cinco minutos cada
lavagem, e imediatamente apds, foi realizado o bloqueio da peroxidase enddgena com
solucéo H202 (30%) durante 30 min em agitacao leve, e apds o bloqueio os cortes foram
lavados trés vezes em PB 0,01M durante cinco minutos por lavagem. Em seguida, fez-se
o bloqueio das ligacbes inespecificas utilizando-se albumina bovina 5% durante uma
hora, e logo apds incubou-se com o primeiro anticorpo anti-FRA (1:2000, K25, Santa
Cruz), sob agitagdo leve durante uma hora em temperatura ambiente e incubagdo por 48
horas a 4° C. No segundo dia, lavou-se os cortes com PB 0,01 M trés vezes por cinco
minutos cada, e posteriormente incubou-se com o0 segundo anticorpo (biotinilado, 1:200,
Vector) por uma hora sob agitacéo leve, e em seguida lavou-se mais trés vezes por cinco
minutos cada. Incubou-se com solucdo avidina-biotina-peroxidase (1:200, ABC,
Vectastain) durante uma hora sob agitacéo, e apds lavou-se mais trés vezes por cinco
minutos. Para a visualizacdo da expressdo de FRA, os cortes foram revelados
empregando-se diaminobenzidina (DAB 0,01%) e cloreto de niquel como cromdégenos,
cuja reacao conferiu ao nucleo das células uma coloragéo de violeta escuro a preto. Apos
a revelacgédo, os cortes foram lavados com PB 0,01 M logo em seguida foram encubados
com albumina 5% por uma hora para o bloqueio das ligacdes inespecificas, e
posteriormente foram encubados com primeiro anticorpo anti-OT (1:20 000, Bachem)
durante uma hora em temperatura ambiente e em seguida durante 48 h a 4 °C. No
terceiro dia, os cortes foram lavados com PB 0,01M e incubados com o segundo
anticorpo biotinilado (1:200, Vector), durante uma hora sob agitacdo leve. Em seguida, os
cortes foram lavados com PB 0,01 M e depois incubado com solucao ABC (1:200,
Vectastain) por uma hora sob agitacdo. Apos, lavou-se novamente com PB 0,01 M, e
para a revelacdo empregou-se DAB, cuja reacdo conferiu ao citoplasma cor marrom
escura, e depois lavou-se trés vezes os cortes com PB 0,01 M por cinco minutos cada.
Em seguida, os cortes foram montados em laminas histologicas, para posterior andlise

em microscopio optico.
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5.1.9 Microdisseccéao, isolamento de RNA total e PCR guantitativo em tempo real

O RNA total foi isolado de cada amostra de tecido hipotalamico
microperfurado usando Reagente Trizol (Invitrogen®, Nova Zelandia) de acordo
com o fabricante protocolo. A concentragdo de RNA em cada amostra foi
determinada usando um leitor de microplacas de detec¢do mdultipla (Synergy HT,
BioTek) e 500 ng de RNA foi usado para a sintese de cDNA usando o High
Capacity Kit de transcricdo reversa de cDNA (Applied Biosystems, EUA). A PCR
quantitativa em tempo real foi realizada usando um Applied Biosystems 7500
sistema de PCR em tempo real. O ensaio de expressdo génica TagMan® (Applied
Biosystems). Cada reacdo de PCR foi realizada em duplicata. Agua (em vez de
cDNA) foi usado como controle negativo. O gene constitutivo, beta actina, foi
executado para cada amostra de cDNA. A determinacdo dos niveis de transcricdo
de genes em cada amostra foi obtida pelo método AACT. Para cada amostra, o
ciclo de limiar (Ct) foi determinado e normalizado para a média do gene
housekeeping (ACt = Ctunknown — Cthousekeeping genes). A mudanga de dobra da expresséo
de mRNA na amostra desconhecida em relagéo ao grupo controle foi calculado como
2784Ct onde AACt = ACtunknown — ACtcaiibrator (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

5.1.10 Analise estatistica
Foi testada a distribuicdo normal e a homogeneidade dos dados e analise de
Variancia (ANOVA) two-way Anova seguida de teste t de Student Newman-Keuls

(SNK). Foi considerado como nivel de significancia p<0,05.

5.2 RESULTADOS

Protocolo 1. Efeitos da microinjecédo intracerevroventricular de VIP ou PACAP sobre
parametros metabolicos plasmaticos e ingestao de alimentos

Analisando as respostas de ingestao alimentar (figura 10A), verificam-se que
0S grupos que receberam VIP ou PACAP ingeriram menos alimento (p<0,05)
comparado com 0s respectivos grupos salina sem reposicdo ou com reposicao de
estradiol; observa-se ainda que as ratas tratadas com estradiol comeram menos que
as que receberam Oleo tanto para as microinjetadas com salina quanto para as
microinjetadas com VIP (p<0,004) ou PACAP (p<0,01).
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As microinjecdes de VIP promoveram aumento (p<0,05) das concentragdes
plasmaticas de glicose (figura 10B) tanto para os animais OVX+O quanto para 0s
animais OVX+E comparado com 0s respectivos grupos Salina. A microinjecdo de
PACAP promoveu aumento da glicemia apenas no grupo OVX+O (p<0,005) né&o
sendo significativa sua acado nos animais OVX+E quando comparados com 0 grupo
Salina (p=0,271); entretanto, 0 aumento da concentracao plasmatica de glicose nos
animais OVX+O foi significativamente maior em comparacdo aos animais OVX+E
(p<0,003) enquanto ndo houve diferenca entre os grupos OVX+O e OVX+E que
receberam salina.

A concentracdo de acidos graxos livres apds a microinjecao de VIP (figura
10C) nado se alterou significativamente para o grupo OVX+0O (p=0,597), entretanto
houve reducdo na concentracdo dos acidos graxos livres para o grupo OVX-E
(p<0,008); a microinjecdo de PACAP nao promoveu alteracbes na concentracao
plasmatica de acidos graxos livres em nenhum dos grupos ou quando comparado
entre eles.

A microinjecdo de VIP ndo promoveu alteracfes na concentracdo plasmatica
de corticosterona (figura 10D) nas ratas OVX+0O e OVX-E ndo houve modificacdes
plasmaticas quando comparamos os animais VIP e Salina, entretanto ouve aumento
da corticosterona no grupo tratado com estradiol comparado ao grupo que recebeu
6leo (p<0,023), a microinjecdo de PACAP também nédo foi capaz de promover
alteracOes significativas dentro dos grupos OVX+O e OVX-E, mas houve aumento
da concentracdo plasmatica de corticosterona dos animais OVX-E quando

comparado com 0s animais OVX+0O (p<0,023).
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Figura 10. Valores de ingestao alimentar (A), concentracdes plasmaticas de glicose
(B), acidos graxos livres (C) e corticosterona (D) de ratas ovariectomizadas
bilateralmente (OVX) tratadas com estradiol (E; 10 ug/0,2 mL/rata; sc) ou veiculo (O;
oleo de milho; 0,2 mL, sc) e microinjetadas ICV (ventriculo lateral direito) com Salina
(0,9%), peptideo intestinal vasoativo (VIP; 40 ng/g em 6 pL em 1 min) ou
polipeptideo hipofisario ativador de adenilciclase (PACAP; 4,0 ng/g 6 uL em 1 min).
Dados expressos como média + SEM. *Diferente do grupo Salina. #Diferente do
grupo OVX+0O.
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Protocolo 2. Efeitos da microinjegéo intracerevroventricular de VIP ou PACAP em
neurdnios imunorreativos de antigenos relacionados a Fos (FRA) no PVN e ARC

A microinjecdo de VIP promoveu um aumento no numero de neurdnios FRA-
imunorreativos no PVN (p<0,001) do grupo OVX+O (figura 11A e B); ndo houve
diferenca no numero de neurdnios reativos no PVN do grupo OVX-E, entretanto,
houve reducdo no nimero de neurdnios FRA-ir do grupo OVX-E quando comparado
aos animais do grupo OVX+O (p=0,015). O PACAP nao promoveu mudancas
significativas no nimero de neurbénios FRA-ir no grupo OVX+0 no ARC (figura 11C)
e no grupo OVX-E no PVN (figura 11D), porém o grupo OVX-E que recebeu PACAP
teve um aumento significativo no numero de neurénios ativos no ARC (figura 11C),
guando comparado ao seu controle (p<0,001), e aos animais que receberam PACAP
no grupo OVX+O (p=0,021); no PVN apenas os animais do grupo OVX+O que
receberam PACAP tiveram um aumento no numero de neurbnios FRA-ir quando

comparados ao seu controle (p=0,026).

Protocolo 3. Efeitos do tratamento com estradiol na expresséo quantitativa de RNAm
de VPAC2 e PACL1 por PCR em tempo real no PVN e ARC

N&o houve diferenca da expresséao relativa do RNAm do VPAC2 no ARC de
animais que foram ou ndo tratados com estradiol, entretanto no PVN mostrou-se
reducdo significativa na expressdo de RNAm do VPAC2 nos animais que foram
tratados com estradiol (p=0,03). Para o PAC1 nao houve diferenca na expressao de
RNAmM no ARC, entretanto, houve um aumento da expresséao relativa do RNAmdo
PAC1 no PVN de animais que foram tratados com estradiol (p=0,02) (figura 12 e
figura 13).
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Figura 11. Namero de neurbnios imunorreativos a antigenos relacionados a Fos
(FRA-ir) de ratas ovariectomizadas bilateralmente (OVX) tratadas com estradiol (E;
10 pg/0,2 mL/rata, sc) ou veiculo (O; 6leo de milho; 0,2 mL; sc) e microinjetadas ICV
(ventriculo lateral direito) com Salina (0,9%), peptideo intestinal vasoativo (VIP; 40
ng/g em 6 yL em 1 min) ou polipeptideo hipofisario ativador de adenilciclase
(PACAP; 4,0 ng/g 6 uL em 1 min). A e C: nucleo arqueado do hipotalamo (ARC). B e
D: ndcleo paraventricular do hipotalamo (PVN). Os dados foram analisados pelo teste
t e sdo apresentados como média + SEM. *Diferente do grupo Salina (p<0,05).
#Diferente do grupo OVX+0O (p<0,05).
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Figura 12. Expressao relativa do RNAm do VPAC2 no ARC e PVN de ratas
ovariectomizadas bilateralmente (OVX) tratadas com estradiol (E; 10 ug/0,2 mL/rata,
sc) ou veiculo (O; 6leo de milho; 0,2 mL; sc). Os dados sdo expressos em unidades
arbitrarias e como média + SEM. *Diferente do grupo Salina. #Diferente do grupo
OVX+0.
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Figura 13. Expressao relativa do RNAm do PAC1l no ARC e PVN de ratas
ovariectomizadas bilateralmente (OVX) tratadas com estradiol (E; 10 ug/0,2 mL/rata,
sc) ou veiculo (O; 6leo de milho; 0,2 mL; sc). Os dados sdo expressos em unidades
arbitrarias e como média + SEM. *Diferente do grupo Salina. #Diferente do grupo
OVX+0.
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5.3 DISCUSSAO

Neste trabalho, a microinjecdo ICV de VIP ou PACAP em fémeas castradas
que foram ou néo tratadas com estradiol, foi realizada para avaliar o papel dos
estrOgenos nas respostas anorexigena e metabolicas desses peptideos e para isso
foram analisados paréametros plasmaticos, de ingestdo, analises da expressdo
génica e ativacdo de neurbnios em nucleos do hipotalamo. Apos as microinjecoes,
VIP e PACAP foram capazes de promover hipofagia e alteracbes metabdlicas
plasmaticas, além disso induziram ativacdo neuronal no ARC e PVN e tiveram
variacdo na expressao relativa do RNAm dos receptores VPAC2 e PAC1 no PVN de
fémeas tratadas com estradiol.

A hipofagia e a hiperglicemia em fémeas ovariectomizadas, promovidos pela
microinjecdo de VIP ICV, estdo de acordo com trabalhos anteriores publicados
(ITOH et al.,1982; GHOURAB et al., 2011; NAGAI et al., 1994; MARTINS et al.,
2018; GARNICA-SIQUEIRA et al., 2019). Anos atras, os efeitos inibitérios dos
estrogénios no ganho de peso corporal foi reconhecido em modelos animais
(DREWETT, 1973) e estabeleceram que ratas ovariectomizadas sdo hiperfagicas e
ganham mais peso do que as fémeas controle (WADE, 1972; TARTTELIN; GORSKI,
1973; WADE; GRAY, 1979; ASARIAN; GEARY, 2002). Além disso, efeito inibitorio
do estradiol sobre a ingestdo alimentar estaria associado a mudancas no tamanho
da refeicdo interferindo, na resposta de saciedade (BUTERA, 2010). Em nosso
trabalho, fémeas OVX-E microinjetadas com salina e VIP também tiveram uma
reducdo da ingestdo alimentar. A presenca do estradiol foi capaz de promover
reducdo na ingestdo mesmo em animais que ndo receberam VIP indicando que
apenas os estradiol ja é capaz de promover o controle da ingestdo, os animais do
grupo OVX+E VIP também apresentaram reducdo na ingestdo alimentar,
corroborando trabalhos que mostram o efeito hipofagico do peptideo. Quanto a
hiperglicemia apresentada pelos animais OVX+E que receberam VIP, sabemos do
envolvimento dos estrogénios na homeostase da glicose sanguinea, participando da
regulacdo da sensibilidade a insulina no figado, no musculo esquelético e no
pancreas por meio da liberacdo de insulina (ROPERO et al, 2008), entretanto nao
houve uma maior concentragdo ou reducdo de glicose em comparagcdo ao grupo
OVX+0, indicando que a acao aguda do VIP em promover hiperglicemia se mantém.

Os acidos graxos livres, diferente da literatura (ITOH et al.,1982; GHOURAB
et al., 2011; NAGAI et al., 1994; MARTINS et al., 2018; GARNICA-SIQUEIRA et al.,
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2019), que mostra uma reducdo nas concentracdes plasmaticas do mesmo, nao
sofreu alteragBes significativas nos animais OVX+0O que receberam VIP. Os animais
OVX-E que receberam VIP, entretanto, apresentaram uma redu¢cao na concentracao
plasmatica de acidos graxos. Esses resultados podem estar associados aos
resultados obtidos nas analises de corticosterona, onde todos os animais OVX+E
apresentaram aumento da concentracdo plasmatica de corticosterona quando
comparados ao grupo OVX+O. Estudos demonstraram que o0 aumento da
concentracdo de corticosterona em ratas ovariectomizadas com reposicdo de
estradiol ocorre porque a atividade do eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal é
influenciada pelos esteroides sexuais (POLLARD et al, 1975). Fémeas
ovariectomizadas apresentam reducdo da concentracdo de corticosterona em
comparacao aos animais intactos que passaram por cirurgia ficticia (DE SOUZA et
al., 2018). Em ratos machos Alexander e Sander (1994) mostraram que o VIP induz
elevacbes de corticosterona no plasma de ratos quando microinjetado no PVN. Além
disso, Itoh et al. (1982) mostraram que o VIP causa aumento de corticosterona no
plasma quando administrado ICV. Deshaies et al. (1997) mostrou, em ratas
ovariectomizados e adrenalectomizadas, que a corticosterona € necessaria para que
0S animais ovariectomizadas mantenham suas ac¢fes relacionadas ao metabolismo
de lipidios. Além disso, a lipdlise do tecido adiposo néo € alterada diretamente pela
presenca ou auséncia de estradiol (MacDONALD et al., 2017). Observando esses
estudos, poderiamos sugerir, em nosso trabalho, que a diferenca nas respostas
obtidas nas concentracdes de acidos graxos livres de animais microinjetados com
VIP estaria relacionada com o aumento da corticosterona, indicando a acao dela em
controlar as respostas de lipidios, ao mesmo tempo em que a presenca do estradiol
interfere nas respostas de corticosterona, sendo o VIP um protagonista secundario
nesses efeitos gerenciados pelo estradiol.

Semelhante aos achados de VIP e de acordo com a literatura, a microinjecao
de PACAP promove a reducao de ingestéo alimentar (MIZUNO et al.,1998; MORLEY
et al.,, 1992), e, da mesma forma que ocorre com o VIP, fémeas OVX+E tem a
ingestdo menor que as fémeas OVX, firmando a acdo dos estrégenos em participar
do controle da ingestdo alimentar em fémeas e corroborando, ainda mais, outros
trabalhos da literatura (TARTTELIN; GORSKI, 1973; WADE; GRAY, 1979;
ASARIAN; GEARY, 2002; BUTERA, 2010; DE SOUZA et al., 2018).
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A microinjecdao ICV de PACAP promoveu hiperglicemia em fémeas
ovariectomizadas. Yi et al. (2010) em ratos e Mounien et al. (2009) em
camundongos, todos com injecdo ICV de PACAP mostraram aumento nas
concentracdes plasmaticas de glicose. O grupo OVX+E ndo apresentou alteracdes
dentro do préprio grupo, entretanto, os animais que receberam PACAP tiveram uma
reducdo significativa na concentracdo plasmatica de glicose quando comparados
aos animais do grupo OVX que receberam PACAP. Os estrogénios tém sido
relacionados ao metabolismo da glicose ha muito tempo (ROPERO et al., 2008).
Ratas e camundongas ovariectomizadas sao resistentes a insulina, tém deficiéncia
na eliminacdo de glicose estimulada pelo exercicio no musculo (CAMPBELL;
FEBBRAIO, 2002) e a reposicdo de estradiol mantém a acdo da insulina e a
tolerancia a glicose (STUBBINS et al., 2012). Além disso a a¢ao dos estrogénios em
ligar aos seus receptores de membrana presentes em diversos tecidos, como
muasculo esquelético, tecido adiposo, figado, e ativar esses receptores ajuda a
regular a atividade das células excitaveis relevantes para o balanco energético e
homeostase da glicose: células beta de insulina, células alfa secretoras de glucagon
e neurdnios hipotalamicos de dopamina e POMC (ROPERO et al, 2008).
Considerando que os estrégenos tém papel importante no controle do metabolismo
da glicose, em nosso trabalho podemos sugerir que a presenca dos estrégenos é
suficiente para controlar e impedir o aumento de glicose promovida pelo PACAP.

Nao houve diferenca significativa nos acidos graxos livres para todos os
grupos e animais avaliados. Os dados por nés obtidos em machos (primeiro artigo
deste trabalho), tivemos uma resposta semelhante nos acidos graxos para a
microinjecdo de PACAP, onde os ratos ndo apresentaram alteragdo nos acidos
graxos livres apo6s a microinjecdo de PACAP no ventriculo lateral. Os dados nas
fémeas entdo reforca a ideia de que o PACAP ICV, diretamente, ndo promove
alteracbes nos acidos graxos. PACAP também n&o alterou as concentracdes
plasmaticas de corticosterona nas fémeas ovariectomizadas, semelhante ao que
encontramos em machos (priemiro artigo), entretanto o PACAP promoveu o
aumento de corticosterona nos animais OVX+E quando comparados com 0 grupo
OVX+0.

O PACAP tem a capacidade de estimular a adenilato ciclase nas células da
hipdfise anterior e aumentar a liberacdo de horménio hipofisario, incluindo
corticotropina (MIYATA et al. 1989; VAUDRY et al. 2009). A presenca e a expressao



58

do PACAP e do seu receptor PAC1 no hipotadlamo, hipéfise glandula e a glandula
adrenal, auxilia na producéo e liberacdo de hormdnios nesses tecidos (VAUDRY et
al. 2009), além disso a administracdo central de PACAP, em machos induz
comportamentos relacionados ao estresse e injecdo periférica de PACAP aumenta a
conentracdo de corticosterona e epinefrina (AGARWAL et al. 2005). Entretanto, o
estradiol afeta a resposta de corticosterona em fémeas, especialmente durante o
estresse, mas estudos mostraram que a ovariectomia reduz os valores basais de
corticosterona, e a reposicdo de estradiol os aumenta (KITAY, 1963; PHILLIPS;
POOLSANGUAN, 1978), outros trabalhos mostram que concentracbes basais de
corticosterona (PHILLIPS; POOLSANGUAN, 1978; VIAU; MEANEY, 1991) sdo mais
altas no proestro quando os valores de estrégenos estdo mais altos, além disso, foi
demonstrado que ratas que receberam reposicdo de estrégeno apOs ovariectomia
tem concentracdo de corticosterona pés-estresse significativamente mais altas do
gue as controles (PHILLIPS; POOLSANGUAN, 1978; VIAU; MEANEY, 1991). Desse
modo podemos sugerir que 0 aumento de corticosterona encontrado no grupo
OVX+E € proveniente da acao do estradiol, e a agcdo do PACAP nédo se soma com a
do estradiol.

PVN e ARC sdo dois nucleos hipotalamicos bem estabelecidos como
importantes para regulacdo de horménios e nutrientes além de participarem do
controle de ingestdo alimentar (GOLD et al.,, 1977; SIMS; LORDEN, 1986;
JHANWAR-UNIYAL et al., 1990; HAHN et al., 1998; KOHNO; CONE, et al., 2001,
WILLIANS et al., 2001; BOURET et al, 2004; WORTLEY et al., 2004; YADA, 2012).
Joo et al. (2004) mostraram, por meio da imunoistoquimica e imunofluorescéncia,
que os receptores de VIP e PACAP (VPAC1, VPAC2 e PAC1) tém padrbes de
distribuicdo distintos, complementares e sobrepostos; esses peptideos entdo
exercem suas diversas funcdes por meio de seus receptores em locais especificos e
em diferentes combinagcbes e que PVN e ARC expressam receptores para VIP e
PACAP. FRA (antigenos relacionados a Fos) sdo proteinas que alteram a
transcricdo celular, positiva ou negativamente, em resposta aos sinais na superficie
celular, e sdo usados na avaliacdo de ativacdo neuronal (DRAGUNOW, 1990;
MORGAN; CURRAN, 1989; SHARP et al, 1991; HOFFMAN et al, 1993). A marcacéo
com FRA indica que o neurdnio marcado foi ativado dentro daquele periodo de
avaliacdo. Em nosso trabalho observamos que para o VIP no PVN tivemos aumento

de neurbnios FRA-ir nos animais OVX+O que receberam VIP, entretanto os animais
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OVX+E que receberam VIP nao diferiram de seu controle e ainda tiveram uma
reducado significativa no numero de neurbénios FRA-ir em comparacdo aos animais
OVX/VIP. Para a regido de ARC tivemos aumento no numero de neurénios FRA-ir
nos animais dos grupos OVX+0O e OVX+E que receberam VIP, contudo a expressao
de FRA nos animais OVX+E foi menor, significativamente, em comparagcdo aos
animais OVX ovariectomizadas que receberam VIP. Podemos adicionar ainda a este
calculo a expresséao relativa de RNAm dos receptores, onde VAPC2, se mostrou
reduzido no PVN de animais tratados com estradiol, enquanto no ARC nao houve
diferenca na expressédo, e, para o PAC1 tivemos um aumento na expressdo de
RNAmM no PVN de ratos OVX+E, enquanto o no ARC ndo ha diferenca na
expressao.

Gozes et al. (1989) mostraram que a expressdo génica do RNAm do VIP, no
hipotalamo, foi significativamente diminuida ap0s a ovariectomia e esta diminuigdo
foi revertida apés trés dias de tratamento com dibenzoato de estradiol, o que né&o
ocorreu com 0s machos, sugerindo que ha dimorfismo sexual no que diz respeito a
regulacdo esterdide da expressdo do gene VIP hipotalamico no rato. Inclusive, foi
relatado que o estradiol estimula a expressdo de RNAmM do PACAP nos nucleos
hipotalamicos ventromedial e arqueado, enquanto a progesterona aumenta 0s niveis
de RNAm de PACAP e PAC1 no hipotalamo e ovario de ratos (HA et al., 2000;
PARK et al., 2000; APOSTOLAKIS et al., 2004) e a castracdo dos animais leva a
diminuicdo dos niveis de PACAP no cérebro e nos tecidos hipofisarios de ratos
Wistar machos e fémeas (NEMETH et al., 2006). Além disso, hA um aumento da
expressdo de RNAm de PACAP no PVN durante o periodo de proestro das fémeas e
gue decai com o tempo (MOORE et al., 2005), e ha uma reducéo nas concentracdes
de RNAmM do VIP apés sete dias de tratamento com estradiol, o que implica que a
exposicao prolongada ao estradiol pode ter efeitos indiretos na expressao do gene
do VIP (GOZES et al, 1989).

Neurbnios de ocitocina no PVN néo respondem diferencialmente ao
tratamento com estradiol, sugerindo que o estradiolndo estaria modulando a
atividade neuronal da ocitocina no PVN (KENNETT et al.,, 2008) e apenas uma
pequena populagcéo de neurdnios no PVN concentra estradiol (RHODES et al., 1981,
1982). Trabalhos anteriores sugerem que a ocitocina seja um regulador do VIP na
homeostase energética (MARTINS et al., 2018). Por outro lado neurénios POMC do

ndcleo arqueado expressam receptores PAC1 e VPAC2 e o PACAP provoca um
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aumento significativo na biossintese e liberacdo de alfa-MSH de explantes
hipotalamicos (MOUNIEN et al, 2006)e o bloqueio dos receptores de melanocortina
por uma quantidade moderada de antagonista promoveu, de maneira parcial, 0
efeito do PACAP na ingestdo, mostrando que, pelo menos em parte, a anorexia
induzida pela injecdo central de PACAP ¢é mediadapela ativacdo da via da
melanocortina (MOUNIEN et al., 2009). NPY/AgRP sao necessarios para mediar 0s
efeitos anorexigenos dos estrogénios, e a expressdo hipotalamica dos mesmos é
regulada, em camundongos, ao longo do ciclo estral, com 0s niveis mais baixos
durante o estro, coincidindo com o pico de estrogénio plasmético, entretanto ndo ha
expressdo do receptor de estréogeno em neurdnios NPY/AgRP, o estrogénio,
entdo,estaria regulando esses neurbnios indiretamente, por exemplo, através de
neurénios POMC (OLOFSSON et al., 2009).

Com esses estudos é atrativo sugerir que as mudancas encontradas na
expressao relativa do RNAmM do VPAC 2 no PVN de animais OVX+E € causa indireta
da exposicéo prolongada ao estradiol que também leva a diminuicdo do RNAmM do
VIP e que o aumento da expressdo de PAC1 no PVN de animais OVX-E estaria
associado a presenca do estradiol e sua manutencédo. E o aumento dos neurdnios
imunorreativos seguem essa indicacdo com o extra de vermos como o VIP age de
maneira mais independente dos estrogenos apesar de suas acdes metabdlicas
gerais ainda estarem ligadas a ele, com o PACAP estando diretamente relacionado
com o ARC e aos estrégenos, ajudando a dar for¢cas a hipotese de que acbes VIP e
PACAP, especialmente no ARC, nas acfes hipofagicas e no metabolismo energético
periférico,estdo relacionadas com o sistema da melanocortina com ac¢des nos

neurdnios do PVN.

5.4 CONCLUSAO

Em resumo, o presente estudo mostra que para o VIP os estrogenos agem de
uma forma mais indireta, n&o interferindo na acgéo principal do peptideo em promover
reducdo da ingestao alimentar e hiperglicemia, entretanto os estrégenos parecem ter
participacdo ativa nas acdoes do PACAP, que pode ser ressaltado através do
aumento da expressdo PAC1l e dos neurOnios imunorreativos especialmente no

ARC. Com a acéo dos estroégenos, podemos apontar o ARC e o PACAP como duas
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engrenagens a trabalhar juntas, enquanto o VIP age de maneira mais independente

ainda que tendo os estrogenos para mediar acdes colaterais.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir que:

Em machos:

- VIP e PACAP atuam no ARC induzindo hipofagia, reducdo da hiperfagia induzida
pelo jejum, aumento das concentracfes plasmaticas de glicose e acidos graxos
livres, associadas a menores concentrac6es de triglicerideos, colesterol e lipideos
totais;

- Aumento do numero de neurénios FRA-ir no ARC indicando que ele pode ser um sitio

de acdo importante para os efeitos do VIP e PACAP.

Em fémeas:
- VIP e PACAP reduziram a ingestao alimentar em ratas OVX e OVX+E;
- VIP foi capaz de promover hiperglicemia nos animais OVX e OVX+E, mas PACAP

promoveu hiperglicemia apenas em animais OVX;

Os resultados obtidos mostram o ARC como uma regido satélite para a acao do
VIP e PACAP, tanto para machos quanto para fémeas, e 0s estrogenos tém participacéo
direta na acdo do PACAP e do VIP, além disso, vale ressaltar a hipotese de que
possivelmente, o sistema da melanocortina, esteja associado as acdes desempenhadas

no controle de ingestdo alimentar e metabolismo energético destes dois peptideos.
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Prezada Pesquisadora,

A CEUA/UEL reunida em 12 de Maio de 2015 avaliou o projeto de pesquisa
intitulado “Efeito do peptideo intestinal vasoativo no controle da homeostase
energéticas”, registrado sob o processo CEUA n°4929.2015.80, pesquisa do Centro de
Ciéncias Biologicas, desenvolvido sob sua responsabilidade. Esclarecidos os aspectos
metodologicos solicitados, o projeto esta aprovado para execugéo entendendo-se que os
principios éticos postulados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
estao respeitados.
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eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal  (HPA) sobre os efeitos da microinjecéo
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nucleos hipotalamicos e nuicleo do trato solitario (NTS) de ratos. Para tanto, o projeto seré
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submetidos a estereotaxia e adrenalectomia bilateral (ADX) ou cirurgia sham. Apoés isso,
serdo mantidos em caixas individuais para a realizagdo do teste dose-resposta da
concentragdo de dexametasona para reversdo dos efeitos de adrenalectomia. Os animais
sham, ADX e ADX+DEXA receberdo injegdo ICV de VIP ou veiculo e sera avaliado o efeito
da administragdo central de VIP sobre: parametros plasmaticos; ingestao alimentar; ativagéo
neuronal no ARC, VMH e NTS; conteido de NPY no ARC e PVN. Os protocolos
experimentais estao aprovados com previsao para execugao em 36 meses.

Cumpre orientar que caso pretendam-se quaisquer alteragdes no protocolo
experimental aprovado, deve-se submeter o novo protocolo a apreciagdo da CEUA/UEL
anteriormente & execugdo das modificagoes.

Coloco-me a disposigdo para quaisquer esclarecimentos que se fizerem
necessaria. Sem mais para 0 momento, subscrevo, cordialmente,
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ANEXO 2 Comissdao de Etica no Uso de Animais da UEL

Universidade
Esiadual de Londrina

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

OF. CIRC. CEUA N° 12/2018 Londrina, 09 de Fevereiro de 2018.
Prezado (a) professor (a)

Certificamos que o projeto intitulado: “Peptideo intestinal vasoativo, galanina e

polipeptideo hipofisario ativador de adeniciclase na homeostase energética: papel dos
estrogenos" protocolo n° 21997.2017.34 , sob a responsabilidade de Cissia Thais Bussamra Vieira
Zaia , que envolve a produgio, manutencio e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata.
subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de
acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899. de 15 de
Jjulho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagido
Animal (CONCEA), foi aprovado pela Comissdo de Ftica no Uso de Animais da Universidade
Estadual de Londrina (CEUA/UEL), em reunido realizada em 09/02/2018.
O objetivo do projeto ¢ avaliar a influéncia dos estrogenos sobre efeitos da microinjegio
intracerebroventricular ( ICV) de peptideo intestinal vasoativo, polipeptideo hipofisario
ativador de adenilciclase e galanina sobre parimetros plasmaticos, ingestdo alimentar e na
ativagdo neuronal nos niicleos ARC, PVN, VMH e NTS. Grau de invasividade=3

Vigéncia do Projeto 1° semestre de 2018 a 2° semestre de 2020
Espécie/linhagem Rato heterogénico Wistar

N° de animais 480

Peso/Idade 200gr.

Sexo Fémeas

Origem Biotério Central da UEL

Amostras a serem coletadas | Sangue, cérebro

Cumpre orientar que caso pretendam-se quaisquer alteragdes no protocolo experimental
aprovado, deve-se submeter o novo protocolo a apreciagio da CEUA/UEL anteriormente a execugdo
das modificagdes.

Coloco-me a disposigdo, para quaisquer esclarecimentos que se fizerem necessarios. Sem
mais para 0 momento, subscrevo, cordialmente.
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ABSTRACT

Keywords:
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The arcuate nucleus of hypothalamus (ARC) integrates circulating factors that signal energy status. The vaso-
active intestinal peptide (VIP) and pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP) are widely
distributed in the periphery and central nervous systems (CNS) and play impertant roles on energy balance. The
present study aimed to investigate the responses of microinjection of VIP and PACAP in the ARC on metabolic
changes and food intake. In addition, the activity of neurons in the ARC following intracerebroventricular (ICV)
microinjection of these peptides was also evaluated. Microinjection of VIP or PACAP in the ARC decreased
fasting-induced hyperphagia and food intake, decreased total lipids, and increased free fatty acids plasma con-
centrations. VIP microinjection in the ARC induced hyperglycemia and decreased total cholesterol level; and
PACAP reduced triglycerides concentration. ICV microinjection of VIP and PACAP enhanced neuronal activation
in the ARC, associated with lower fasting-induced hyperphagia and plasma metabolic changes (only VIP). These
results suggest that VIP and PACAP play important roles in ARC, inducing hypophagia and peripheral metabolic
changes, as hyperglycemia, increased free fatty acids and decreased total lipids plasma levels.

1. Introduction

Taylor and Pert, 1979). Although VIP was first isolated from the
gastrointestinal system, it is widely distributed in the central nervous

The arcuate nucleus (ARC) of the hypothalamus participates in the
control of food intake and body weight (Kohno and Yada, 2012; Bouret
etal., 2004) and is responsive to hormones and nutrients such as insulin,
leptin, and glucose (Cone et al., 2001). These signals lead to changes in
the expression of neuropeptides associated with the regulation of food
intake and lipid metabolism (Wortley et al., 2004; Cone et al., 2001;
Hahn et al., 1998; Jhanwar-Uniyal et al., 1990).

Vasoactive intestinal peptide (VIP), a peptide with 28 amino acid
residues, belongs to glucagon-secretin family (Said and Mutt, 1970;

system (CNS), such as the cortex, hippocampus, amygdala, thalamus,
and hypothalamus, mainly in suprachiasmatic nucleus (SCN) (Harding
et al., 2020; Kingsbury and Wilson, 2016; Jones et al., 2018). VIP re-
ceptors, VPAC1, and VPAC2, are G-coupled protein receptors expressed
in CNS areas associated with neuroendocrine functions (Hughes et al.,
2011; Usdin et al., 1994), being these areas: ARC, SCN, supraoptic, and
paraventricular (PVN) hypothalamic nuclei (Koves et al., 1991; Sims
et al., 1980; De Souza et al., 1985). In addition, microinjection of VIP
into PVN of rats stimulated the release of corticotrophin-releasing

* Corresponding author. Laboratério de Fisiologia Neuroendocrina e Metabolismo Departamento de Ciéncias Fisiologicas Universidade Estadual de Londrina, UEL
Rodovia Celso Garcia Cid, PR 445, km 380, Campus Universitdrio, 860570-970, Londrina, PR, Brazil.

** Corresponding author. Laboratério de Fisiologia Neurocenddcrina e Metabolismo Departamento de Ciéncias Fisiologicas, Universidade Estadual de Londrina, UEL
Rodovia Celso Garcia Cid, PR 445, km 380, Campus Universitdrio, 860570-970, Londrina, PR, Brazil.

E-mail addresses: ctbvzaia@uel.br (C.T.B.V. Zaia), euchoa@uel.br (E.T. Uchoa).

! Authors (ABM, MLB, and BBA) contribute equally to this paper.

https://doi.org/10.1016/j.neuint.2022.105300

Received 4 February 2021; Received in revised form 20 January 2022; Accepted 31 January 2022

Available online 10 February 2022
0197-0186/© 2022 Elsevier Ltd. All rights reserved.



