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BATISTA, Ana Carolina Seidel. Avaliacdo temporal da microinfusdo do peptideo
intestinal vasoativo no ndcleo paraventricular do hipotdlamo de ratos sobre
parametros metabdlicos e hormonais. 2012. 48f. Dissertacdo de mestrado
(PMPGCF) — Universidade Estadual de Londrina — 2012.

RESUMO

O nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN) desempenha papel de integragcado dos
sinais nutricionais atuando sobre o metabolismo periférico. O peptideo intestinal
vasoativo (VIP) esta presente nesse nucleo e participa das vias metabdlicas ativando
respostas simpaticas. O presente trabalho avaliou, em diferentes tempos, as
alteragdes resultantes da agcédo do VIP microinfundido no PVN de ratos acordados,
em jejum de 24 horas, sobre a concentragdo plasmatica de glicose, colesterol,
acidos graxos livres, corticosterona, leptina e insulina. Os animais foram submetidos
a implantagdo estereotaxica de céanula-guia no PVN por onde receberam
microinfusdo (5 pl/10 min) de VIP (40 ng/g de peso corporeo) ou salina (0,9%), no
periodo matutino, entre 8 e 12h. Apds 10, 30 ou 90 minutos da microinfusdo de VIP
ou salina foram eutanasiados. Os grupos experimentais compreendem: animais que
receberam VIP (grupos VIP10, VIP30 e VIP90), ou salina (grupos SAL10, SAL30,
SAL90), organizados de acordo com o tempo transcorrido desde o término das
microinfusbes até o momento da decapitacdo. Na comparagdo com os controles
salina, nota-se aumento significativo (p<0,05) na concentragao plasmatica de glicose
(VIP10: 149,72 + 4,49 mg/dL, n=11; SAL10: 107,79 + 2,38 mg/dL, n=12), AGL
(VIP10: 101,48 = 7,67 ymoles/dL, n=11; SAL10: 82,96 * 4,49 ymoles/dL, n=11) e
corticosterona (VIP10: 12,78 + 0,62 pg/dL, n=9; SAL10: 8,42 + 0,83 pg/dL, n=12 )
ap6s 10 minutos da microinfusdo de VIP; constatou-se retorno aos valores basais
apos 30 minutos para glicose (VIP30: 100,23 + 2,31 mg/dL, n=8; SAL30: 95,90 +
3,12 mg/dL, n= 7), AGL (VIP30: 78,29 + 4,83 umoles/dL; SAL30: 64,88 + 2,61
pmoles/dL, n=7) e corticosterona (VIP30: 5,48 + 1,04 ug/dL, n=8; SAL30: 5,98 %
0,83, n=7) e 90 minutos para glicose (VIP90: 102,69 + 2,4 mg/dL, n=9; SAL90:
95,90 + 3,12 mg/dL, n=5), AGL (VIP90: 79,85 + 4,34 umoles/dL, n=9; SAL90: 67,60
* 4,32 uymoles/dL, n=5) e corticosterona (VIP90: 5,76 £ 1,2 ug/dL, n=9; SAL90: 7,1 +
0,56 pg/dL, n=5). A insulina apresenta uma tendéncia de aumento no grupo VIP10
(1,15 £ 0,26 ng/mL, n=5; SAL10: 0,7 £ 0,11 ng/mL, n=5). Tanto o colesterol como a
insulina e a leptina ndo demonstraram alteragdes resultantes da microinfusdo do
VIP. Com estes resultados concluimos que o VIP promove aumento da glicose, AGL
e corticosterona plasmaticos a curto prazo (10 minutos). Sugerimos que haja uma
provavel ativagao simpatica pelo peptideo promovendo lipdlise (aumentando os
AGL) e alteracbes hormonais que favorecem o aumento da glicemia. O retorno
destas variaveis aos valores basais ocorre por uma provavel resposta contra-
regulatéria para homeostase energética.

Palavras-chave: VIP. PVN. Neurovegetativo simpatico.



BATISTA, Ana Carolina Seidel. Temporal evaluation of vasoactive intestinal
peptide microinfusion in the hypothalamus paraventricular nucleus of rats on
metabolic and hormonal parameters. 2012. 50p. Master thesis (PMPGCF) -
(PMPGCF) — Universidade Estadual de Londrina — 2012.

ABSTRACT

The hypothalamus paraventricular nucleus plays a role of integration of nutritional
signals acting on the peripheral metabolism. The vasoactive intestinal peptide (VIP)
is present in this nucleus and participates in metabolic pathways by activating
sympathetic responses. The present study evaluated at different times alterations
resulting from the action of VIP microinfusion into the PVN of awake rats fasted for 24
hours on plasma glucose, cholesterol, free fatty acids (FFA), corticosterone, leptin
and insulin at different times. The animals underwent stereotaxic implantation of
guide cannula in the PVN where they received microinfusion (5 ul/10 min) of VIP (40
ng/g BW) or saline (0.9%), at morning, between 8:00 and 12:00 a.m. After 10, 30, 90
minutes of the microinfusion of VIP or saline they were euthanized. The experimental
groups comprises animals that received VIP (VIP10, VIP30 e VIP90 groups) or saline
(SAL10, SAL30 e SAL90 groups) organized according to the time elapsed since the
end of microinfusions until the moment of decapitation. Compared to saline controls,
there was a significant increase (p<0,05) in the plasma glucose concentration
(VIP10: 149,72 £ 4,49 mg/dL, n=11; SAL10: 107,79 = 2,38 mg/dL, n=12), FFA
(VIP10: 101,48 + 7,67 umoles/dL, n=11; SAL10: 82,96 * 4,49 ymoles/dL, n=11) and
corticosterone (VIP10: 12,78 + 0,62 ug/dL, n=9; SAL10: 8,42 £ 0,83 pg/dL, n=12 )
after 10 minutes of the microinfusion of VIP; there is a return to baseline levels after
30 minutes for glucose (VIP30: 100,23 + 2,31 mg/dL, n=8; SAL30: 95,90 + 3,12
mg/dL, n=7), FFA (VIP30: 78,29 + 4,83 pmoles/dL; SAL30: 64,88 + 2,61 umoles/dL,
n=7) and corticosterone (VIP30: 5,48 + 1,04 ug/dL, n=8; SAL30: 5,98 + 0,83, n= 7)
and 90 minutes for glucose (VIP90: 102,69 + 2,4 mg/dL, n=9; SAL90: 95,90 * 3,12
mg/dL, n=5), FFA (VIP90: 79,85 + 4,34 pmoles/dL, n=9; SAL90: 67,60 + 4,32
pmoles/dL, n=5) and corticosterone (VIP90: 5,76 + 1,2 ug/dL, n=9; SAL90: 7,1 + 0,56
Mg/dL, n=5). Insulin had a tendency to increase in the group VIP10 (1,15 = 0,26
ng/mL, n=5; SAL10: 0,7 = 0,11 ng/mL, n= 5). Cholesterol, insulin and leptin did not
present any changes resulting from the microinfusion of VIP. With these results we
conclude that VIP promotes an enhancement on plasmatic glucose and FFA at short
time (10 minnutes). We suggest there is probably a sympathetic activation caused by
the peptide promoting lipolysis (increased FFA) and hormonal changes that favor the
increase of glycemia. The return of these variables to the baseline values occurs due
a possible counter-regulatory response to energy homeostasis.

Keywords: VIP. PVN. Sympathetic neurovegetative.
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1 INTRODUCAO

1.1 O CONTROLE DA INGESTAO DE ALIMENTOS

Apetite, balango energético e ganho de peso corporeo sdo temas
que contam com um crescente interesse no que se refere a elucidacdo dos
mecanismos envolvidos no controle destas variaveis. Tal interesse se justifica pelo
grande aumento na incidéncia de transtornos alimentares, como a obesidade, a
anorexia e a bulimia nervosa, entre os quais, as caracteristicas comuns convergem
na ingestao de alimentos e balango energético alterados. Em especial a obesidade
representa um importante problema de saude publica, devido as complicagdes que
advém desta condi¢gdo, como o desenvolvimento de diabetes, hipertensédo e doencas
cardiovasculares. Sendo assim, estes assuntos movimentam pesquisas em todo o
mundo. E essencial entender como ocorre naturalmente o controle destes aspectos
para investigar as causas e mecanismos envolvidos nas disfungdes relacionadas,
como aquelas supracitadas. Existem informagdes demonstrando ou sugerindo como
ocorre a modulacédo fisioldégica destes fatores, porém, os mecanismos sé&o
complexos e envolvem uma gama imensa de interconexdes entre os sistemas
gerando demasiados questionamentos que guiam o desenvolvimento de mais
estudos na busca da melhor compreensé&o a cerca da circuitaria que rege a ingestéao
de alimentos e o balanco energético.

Sabe-se que este controle compreende a integracdo de sinais
(hormonais, nutricionais, etc.) provenientes da periferia do organismo com sinais
elaborados no sistema nervoso central (SNC). O hipotalamo é o local que coordena
e integra estes sinais para entdo elaborar respostas neuroquimicas e
neuroenddcrinas apropriadas. Alguns nucleos hipotalamicos apresentam destaque
com relagao ao controle da ingestdo de alimentos e balango energético. Sao eles: o
nucleo arqueado do hipotalamo (ARC), o nucleo paraventricular do hipotalamo
(PVN), os nucleos ventromedial (VMH) e dorsomodial do hipotalamo (DMH) e o
nucleo hipotalamico lateral (LH) (SIMPSON, MARTIN e BLOOM, 2009). Estes, além
de suas projecdes e conexdes hipotalamicas intrinsecas, também expandem
projecdes que alcangam outras regides encefalicas, como o tronco encefalico, onde

0 nucleo do trato solitario (NTS) tem papel crucial em direcionar tais sinais
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hipotalamicos para o sistema neurovegetativo, por meio de ativagao ou inibicdo de

vias neuronais descendentes.

Figura 1 - Nucleos hipotalamicos relevantes no controle da ingestdo de alimentos e

exemplos de vias neuronais.
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ARC: nucleo arqueado do hipotalamo. DMH: dorsomedial do hipotalamo. f:
fornix. LH: nucleo hipotalamico lateral. PVN: nudcleo paraventricular do
hipotalamo. OX: chiasma optico. VMH: nucleos ventromedial. 3V: terceiro
ventriculo. As setas indicam as interconexdes entre os nucleos

Fonte: WILLIANS et al., 2001.

1.2 NUCLEOS HIPOTALAMICOS ENvOLVIDOS NO CONTROLE DA INGESTAO DE
ALIMENTOS E BALANCO ENERGETICO

O ARC tem papel fundamental na recepcdo dos sinais hormonais
periféricos, pois esta localizado numa regido hipotaldamica privilegiada pela
proximidade com a eminéncia média e na qual a barreira hematoencefalica (BHE) é
modificada (BROADWELL e BRIGHTMAN, 1976) facilitando o contato de moléculas
de peso molecular maior, por exemplo, os hormédnios leptina e insulina', com
receptores especificos no hipotalamo (RIBEIRO, 2009; BRUIJNZEIL et al., 2011).

E importante salientar que no ARC existem diferentes populacdes
neuronais que expressam neuropeptideos especialmente importantes na sinalizagcao

hipotalamica de fome, como o neuropeptiteo Y (NPY) e a proteina relacionada ao

! Leptina e insulina sdo hormdnios periféricos que atuam como sinais de adiposidade e saciedade
informando o SNC via ARC o estado nutricional do organismo.
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gene agouti (AgRP), e outros relacionados com a saciedade, como o transcrito
relacionado a cocaina e a anfetamina (CART) e a pré-opiomelanocortina (POMC)
(SIMPSON, MARTIN e BLOOM, 2009). Além disso, este nucleo possui receptores
para a leptina e para a insulina (ARORA, 2006; BRUIJNZEIL et al., 2011) e
projecbes axonais que se estendem para o PVN, VMH, DMH e LH (BOURET,
DRAPER e SIMERLY, 2004; WILLIANS et al., 2001).

Por sua vez, o PVN conta com um papel de destaque devido a
convergéncia de sinais direcionados para ele, provenientes de outros nucleos
(WILLIANS et al., 2001). Os sinais que chegam até o PVN podem, inclusive, modular
a secregao neuroenddcrina relacionada aos eixos hipotalamo-hipéfise-tiredide (HPT)
e hipotalamo-hipdfise-adrenal (HPA), ja que ele denota o local de produgédo e
secrecdo do hormdnio horménio liberador de tireotrofina (TRH) e liberador de
corticotrofina  (CRH), respectivamente, controles primarios dos eixos
neuroenddcrinos hipotalamico-hipofisarios citados. Estes horménios sdo fortemente
influenciados pelo estado nutricional e, portanto, pelos neuropeptideos que sinalizam
os estados de fome ou saciedade (NEARY, GOLDSTONE e BLOOM, 2004).

Outros nucleos hipotalamicos que se destacam sdo o VMH e o LH.
O VMH foi denominado o “centro da saciedade” por estudos antigos nos quais a
estimulagdo do nucleo resultava em saciedade, enquanto a sua destruicdo por lesao
bilateral resultava em hiperfagia e obesidade (HETHERINGTON e RANSON, 1940);
o VMH é sitio de ligacdo do hormdnio leptina secretado pelo tecido adiposo),
importante sinalizador de saciedade (SATOH et al., 1997; ARORA, 2006). O LH, que
uma vez estimulado promove aumento da ingestdo de alimentos e sua destruigao
bilateral gera anorexia, foi denominado “centro da fome” (BROBECK, TEPPERMAN
e LONG, 1943; LEIBOWITZ e WORTLEY, 2004; WELKENHUYSEN et al., 2008).
Esse nucleo possui neurdnios com glicorreceptores estimulados pela hipoglicemia,
crucial para causar a hiperfagia decorrente deste estado (BERNARDIS e
BELLINGER, 1996; LIU et al.,, 2001). O LH recebe proje¢des do ARC e produz
neuropeptideos orexigénicos (ex: orexinas e hormdnio estimulador dos melandcitos -
MCH) (BROBERGER, SUTCLIFFE e HOKFELT, 1998).

O DMH, assim como o VMH, tem papel de destaque no controle da
saciedade, e projeta muitas conexdes para o hipotalamo lateral, medial e tronco
encefalico (WILLIANS et al., 2001), integrando e processando informacdes

(ELMQUIST et al., 1998). O DMH possui receptores para leptina e insulina
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(WILLIAMS et al, 2001); sua destruicao bilateral também resulta em hiperfagia e
obesidade (BERNARDIS e BELLINGER, 1984).

1.3  ALGUNS PEPTIDEOS E HORMONIOS ENVOLVIDOS NA SINALIZACAO DA INGESTAO DE
ALIMENTOS

O estimulo para a ingestdo de alimentos depende n&o somente da
hipoglicemia, mas também de outros sinais. O hormoénio leptina, por exemplo, é
secretado pelo tecido adiposo de maneira proporcional a massa adiposa
(RONNEMAA et al., 1997). Por processo saturavel (BOURET, DRAPER e SIMERLY,
2004; ZLOKOVIC et al., 2000), a leptina atravessa a BHE, porém a fome é capaz de
reduzir este transporte e a ingestdo aumenta, indicando modulagéo do transporte de
leptina através da BHE pela ingestdo (BANKS, 2006). Sendo assim, o balango
energético positivo resulta em maior liberagdo da leptina, enquanto o balango
energético negativo condiz com uma menor liberacdo deste hormdnio. Desta
maneira, valores baixos de leptina circulante refletem menor ligagdo aos receptores
especificos no hipotalamo, sinalizando que os estoques energéticos estao baixos e,
assim, culminando em ativacado hipotalamica dos comportamentos relacionados a
fome (JANG et al., 2000). Defeito na sinalizagao pela leptina, tanto por deficiéncia da
mesma (camundongos ob/ob, knockout’ para o gene da leptina), quanto pela
resisténcia a sua agao (camundongos db/db, knockout para o gene do receptor de
leptina) resultam em hiperinsulinemia, hiperglicemia (DUBUC, 1976) e
superexpressdao de NPY (peptideo orexigénico) no hipotalamo. Alias, em
camundongos ob/ob, a administragdo sistémica de leptina é capaz de inibir a
resultante superexpressdao do gene do NPY por meio de acéo especifica no ARC,
além de apresentar agao hipoglicemiante, em parte, independente da perda de peso
causada pela sinalizacdo de saciedade oferecida pela administracdo do horménio
(SCHWARTZ et al., 1996).

Admite-se que, além da massa adiposa, outros fatores podem
influenciar a secrecdo da leptina como, por exemplo, as concentragdes de
glicocorticoides (PAPASPYROU-RAO et al., 1997).

2 Knockout: técnica da engenharia genética que permite bloquear a expressdo de um gene
especifico.
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Com relagao aos glicocorticoides, sabe-se que o aumento de sua
concentracdo no plasma tem o potencial de estimular, no ARC, a produgdo e
liberagdo de AgRP e NPY, ambos peptideos orexigénicos que atuam no PVN. Além
de estimular a fome, também alteram o metabolismo, reduzindo o gasto energético
em condi¢gdes de balango energético negativo (GHAMARI-LANGROUDI, SRISAIB e
CONEA, 2011). Muitas dessas alteragbes metabdlicas sdo mediadas pela ativagao
de vias neuronais descendentes parassimpaticas nos tecidos periféricos, assim
como simultédnea redugdo da atividade simpatica (DEVASKAR, 2001).

O papel do NPY como peptideo orexigénico € ilustrado em
experimentos tais como o de Stanley e col. (1985), no qual a microinjecédo do
peptideo no PVN de ratos provoca comportamento alimentar de maneira dose-
dependente, ocorrendo com uma pequena laténcia em animais saciados. Sua agao
demonstra um efeito pronunciado com relagdo a fome por carboidratos (WANG et
al., 1998). Entretanto, foi observado que a adrenalectomia previne o efeito do NPY
sobre a ingestdo e que a reposicao de glicocorticoides repde o efeito (STANLEY et
al., 1989).

E interessante ressaltar que a injecdo central de NPY na area do
PVN promove aumento da concentragdo plasmatica de corticosterona
(WAHLESTEDT, 1987) e insulina (WALKER e ROMSOS, 1993) em camundongos,
além de aumentar a atividade da lipase de lipoproteina no tecido adiposo branco
resultando em maior estocagem de energia na forma de gordura (BILLINGTON et
al., 1991).

Vale salientar que enquanto os glicocorticdéides causam aumento de
NPY, o qual aumenta a ingestdao, o CRH, de maneira inversa, atua no hipotalamo
como neuropeptideo anorexigénico. Tal informagéo vai ao encontro dos resultados
do estudo de Jang et al. (2000), demonstrando que a administragcao de leptina em
camundongos inibe a secre¢ao do NPY e estimula a secregdo do CRH.

Sabe-se ainda, que o NPY administrado por Vvia
intracerebroventricular (ICV), aumenta a produgcdo do oéxido nitrico (NO) no
hipotalamo em 147%. Mas quando a administracao ICV é de leptina, ocorre aumento
de CRH e redugdo do NO hipotalamico, além da diminuigdo da ingestdo e do peso
corpéreo (MORLEY et al., 1999). Dados de nosso laboratério reforcam o papel do
oxido nitrico (NO) envolvido no controle da ingestdo de alimentos (TORRES DOS
SANTOS, 2011).
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O CRH e o TRH s&o neurohorménios produzidos no PVN e possuem
uma funcao classica de regulacdo dos eixos HPA e HPT, respectivamente. Porém,
eles também atuam como neuropeptideos anorexigénicos na circuitaria hipotalamica
de sinalizagao da ingestédo de alimentos (UEHARA et al., 1998; CHOI et al., 2002).

Outro sinal importante para a saciedade ¢é a insulina. Por se tratar de
um hormdnio anabdlico, € secretada em situagdes em que os substratos para o
anabolismo estdo em maior quantidade na circulacdo. Sua secrecao depende de
estimulos resultantes ou de aumento de glicose/aminoacidos na circulagéo
sanguinea (NGUYEN et al, 1994), ou um estimulo dado pelo sistema
neurovegetativo parassimpatico diretamente sobre as células beta do péancreas.
Sendo assim, apdés uma refeicdo, a concentracdo de insulina aumenta,
principalmente pelo aumento de nutrientes na circulagdo. No SNC, existem
transportadores de membrana que permitem a passagem da insulina pela BHE e,
assim, ela pode se ligar a receptores especificos, cooperando com a informacgéao
sobre o estado nutricional do individuo naquele momento (BRUIJNZEIL et al., 2011).
E constatado que a administrac&o central de insulina em ratos suprime a ingestao de
alimentos (MCGOWAN, ANDREWS e GROSSMAN, 1992; WOODS et al., 1979).

14 O PEPTIDEO INTESTINAL VASOATIVO E SUA FUNCAO ANOREXIGENICA NoO
HIPOTALAMO

Além dos peptideos e hormbnios ja mencionados, outro
neuropeptideo tem grande relevancia no controle hipotalamico de fome e saciedade:
o peptideo intestinal vasoativo (VIP).

O VIP é um peptideo de 28 aminoacidos que foi descoberto no
duodeno de porcos (SAID e MUTT, 1970). Esta presente em diversos tecidos,
incluindo o hipotalamo (SAMSON, SAID e MACCAIN, 1979), onde apresenta um
importante papel no controle da ingestado de alimentos, uma vez que atua inibindo a
fome, conforme demonstrado em experimentos com alguns vertebrados, como
roedores (GHOURAB et al., 2011), galinhas (TACHIBANA et al.,, 2003) e peixes
(MATSUDA et al., 2005).

O VIP esta distribuido de forma abundante no SNC onde atua na
transmissdo sinaptica e excitabilidade neuronal. E comumente expresso em

interneurénios GABAérgicos que podem usar este peptideo para a comunicagao
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com alvos poés-sinapticos (ITRI e COWELL, 2003). Apresenta pronunciada atuacao
como liberador de prolactina (PRL) (SHIMATSU et al., 1984).

O VIP e o peptideo ativador da adenilato ciclase hipofisaria (PACAP)
sdo membros da mesma superfamilia de polipeptideos (subfamilia glucagon-
secretina). Estruturalmente e funcionalmente sdo similares (MATSUDA et al., 2005).
Atuam por meio de receptores PACAP-VIP, sendo que os receptores VPAC1 e
VPAC2 tém alta afinidade para PACAP e VIP, enquanto o PAC1 tem maior afinidade
para o PACAP e baixa para o VIP (ABAD et al., 2006).

O VIP esta localizado em nucleos envolvidos com a ingestao de
alimentos e a homeostase energética, incluindo o PVN (ROSTENE et al., 1982).
Verifica-se que o estado nutricional do individuo afeta a quantidade de VIP no
hipotalamo (GHOURAB et al., 2011) e que tanto PACAP como VIP ativam os
receptores VPAC e inibem a fome (KALSBEEK et al., 2010).

O VIP hipotalamico tem papel importante no controle da producgao de
glicose hepatica. Camundongos com defeito na sinalizacdo do VIP apresentam
alteragdes na glicemia (redugao) e no ritmo diario de metabolismo e comportamento
alimentar (KALSBEEK et al., 2010).

Foi observado que a hiperglicemia induzida pelo PACAP pode ser
bloqueada por desnervagdo simpatica do figado. O PACAP inibe a ingestdo e
aumenta a atividade simpatica enquanto diminui a parassimpatica. Em galinhas a
administracado ICV de VIP ou PACAP, além de diminuir a ingestdo, aumentam a
concentracao de acidos graxos livres (AGL) no plasma com tendéncia de reducéao de
triglicerideos, sugerindo lipolise (KALSBEEK et al., 2010). Mounien e col. (2009)
demonstraram em camundongos que o PACAP ICV aumenta a glicemia e inibe o
comportamento alimentar por meio da ativacédo do sistema de melanocortinas.

A administragao de VIP no PVN estimula a secre¢cao de CRH, sendo
capaz de aumentar o ACTH e a corticosterona no plasma de maneira dose
dependente, com o efeito maximo aos 15 minutos apds a administragao
(ALEXANDER e SANDER, 1994). De acordo com Tachibana (2004), o CRH parece
mediar, em galinhas, o efeito do VIP e do PACAP em inibir a fome por administragao
intraperitoneal (IP) ou ICV. Receptores para VIP estdo presentes em neurénios CRH
no PVN.
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1.5  INTERCONEXOES DE PARTE DA SINALIZAGAO HIPOTALAMICA PARA A INGESTAO DE
ALIMENTOS: VIP, SISTEMA DE MELANOCORTINAS, LEPTINA E EIX0 HPA

No hipotalamo o VIP aumenta a concentragdo do hormonio
estimulador dos a-melandcitos (a-MSH). Este neuropeptideo é conhecido por inibir o
consumo de alimentos e estimular o catabolismo via ativagao do receptor MC4-R
(CONE, 2006). No ARC grande parte dos neurdénios POMC (molécula precursora do
a-MSH) expressam receptores PAC1 e VPAC2 (MATSUDA, 2007).

A administracdo de um inibidor de receptor MC3R e MC4R antes da
administracao de VIP ICV mostra que ele inibe parcialmente a inibicdo da ingestao
produzida pelo VIP, sugerindo que o efeito anorexigénico do VIP é parcialmente
mediado pelo sistema de melanocortinas (GHOURAB et al., 2011). Foi constatado
que camundongos knockout para MC4-R apresentam hiperfagia e obesidade,
demonstrando a importancia do sistema de melanocortinas no controle da saciedade
(HUSZAR et al., 1997).

Como ja mencionado, o VIP microinfundido no PVN de ratos é capaz
de estimular a liberacdo de CRH, ACTH e corticosterona plasmaticas de maneira
dose-dependente (ALEXANDER, EVANS e SANDER, 1995).

Os (glicocorticoides parecem interferir na sinalizagdo do hormoénio
leptina, dificultando sua ac¢do no sistema nervoso central (SNC), ja que os efeitos
desta que ocorrem via SNC, como hipofagia e diminuicdo do peso corpéreo,
parecem mais potentes na auséncia de glicocorticdides e sao marcadamente
atenuados com a reposigao de glicocorticoides (ZAKRZEWSKA et al., 1997).

Tem sido demonstrado que a leptina interfere com a sinalizagao da
insulina de maneira dose-dependente e reduz nos adipécitos o transporte de glicose
estimulado pela insulina, enquanto aumenta o transporte de glicose, sintese de
glicogénio e oxidagdo dos acidos graxos nos musculos. Em condigcbes de
normoglicemia e normoinsulinemia a leptina parece levar metabdlitos do tecido
adiposo para o musculo esquelético. Como se sabe, em camundongos ob/ob e
db/db a hiperinsulinemia e hiperglicemia sao normalizadas pela administracao de
leptina (CEDDIA et al., 1998).

Com as informacgdes apresentadas aqui, fica exemplificado o quanto
sdo complexos 0s mecanismos que regem o controle do metabolismo energético,

fome e saciedade. Varios circuitos neuronais operam em diferentes escalas e
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provavelmente atuam com fungdes especificas sob condicbes particulares de
balango energético alterado. Sendo assim, neste trabalho buscamos compreender
um pouco mais sobre algumas alteragbes plasmaticas (metabdlitos e hormdnios)
geradas pelo mediador quimico da saciedade — o VIP - quando microinfundido em
um dos nucleos hipotalamicos (PVN) que apresenta elevada importancia na

mediacao destes controles.
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2 OBJETIVOS

21 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia do peptideo anorexigénico VIP no PVN de ratos
acordados, em jejum de 24 horas, 10, 30 e 90 minutos apds a microinfuséo do VIP,
sobre alguns parametros plasmaticos (glicose, colesterol, acidos graxos livres,

corticosterona, leptina e insulina) relacionados ao metabolismo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar os efeitos causados pela microinfusdo de salina sobre o PVN de ratos
acordados, em jejum de 24 horas, apos 10, 30 e 90 minutos da microinfusao,
sobre alguns parametros plasmaticos;

- Avaliar os efeitos causados pela microinfusdo de VIP sobre o PVN de ratos
acordados, em jejum de 24 horas, apos 10, 30 e 90 minutos da microinfusao,

sobre alguns parametros plasmaticos.
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3 METODOLOGIA
3.1 ANIMAIS

Os animais utilizados foram 52 ratos, machos, adultos, linhagem
Wistar, pesando entre 220 e 230 gramas, provenientes do Biotério Central da
Universidade Estadual de Londrina (UEL). Estes animais foram mantidos no Biotério
Setorial do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas (CIF) em gaiolas coletivas para
até cinco animais, com ambiente de luz (ciclo 12h claro/escuro) e temperatura (22 +
2 °C) controladas, e receberam agua e alimentacdo a vontade. Todos os
experimentos foram executados no Laboratério de Fisiologia Neuroendocrina e
Metabolismo (LaFiNeM) entre 8 h e 12 h para minimizar qualquer influéncia do ritmo
circadiano.

O presente projeto foi aprovado pela Comité de Etica na
Experimentacdo Animal (CEEA), processo No. 26341/2008.

3.2 DROGA UTILIZADA

A droga utilizada para os experimentos foi o peptideo intestinal
vasoativo (VIP, Sigma Co. - CA), armazenado em freezer a -20 °C na dose de 40

ng/g de peso corpoéreo e salina (0,9%) foi utilizada como controle.

3.3  GRUPOS EXPERIMENTAIS

Controle experimental:

- grupo salina 10 minutos (SAL10): composto por 12 animais submetidos a cirurgia
estereotaxica para implantagado de canula-guia sobre o PVN e receberam 5 uL de
salina (0,9%). Foram decapitados 10 minutos apds a microinfusdo de salina.

- grupo salina 30 minutos (SAL30): composto por 7 animais submetidos a cirurgia
estereotaxica para implantacdo de canula-guia sobre o PVN que receberam 5 uL
de salina (0,9%). Foram decapitados 30 minutos apds a microinfusdo de salina.

- grupo salina 90 minutos (SAL90): composto por 5 animais submetidos a cirurgia
estereotaxica para implantagdo de canula-guia sobre o PVN que receberam 5 uL
de Salina (0,9%). Foram decapitados 90 minutos apds a microinfusédo de salina.

Grupos experimentais que receberam o VIP:
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- grupo VIP 10 minutos (VIP10): composto por 11 animais submetidos a cirurgia
estereotaxica para implantacdo de canula-guia sobre o PVN que receberam 5 uL
de VIP (40 ng/g de peso corpéreo). Foram decapitados 10 minutos apds a
microinfusédo de VIP.

- Grupo VIP 30 minutos (VIP30): composto por 8 animais submetidos a cirurgia
estereotaxica para implantagao de canula-guia sobre o PVN e receberam 5 pL de
VIP (40 ng/g de peso corpéreo). Foram decapitados 30 minutos apods a
microinfuséo de VIP.

- Grupo VIP 90 minutos (VIP90): composto por 9 animais submetidos a cirurgia
estereotaxica para implantagao de canula-guia sobre o PVN e receberam 5 pL de
VIP (40 ng/g de peso corpéreo). Foram decapitados 90 minutos apods a

microinfusao de VIP.

3.4 CIRURGIA ESTEREOTAXICA

Os animais provenientes do Biotério Central da UEL, permaneciam
por um periodo minimo de 48 h no Biotério Setorial do CIF para adaptacdo ao novo
ambiente antes de serem submetidos ao procedimento cirurgico.

Para a realizagdo da cirurgia os animais foram anestesiados com
pentobarbiturato de sédio (Hypnol®; 40 mg/Kg de peso corporeo; I.P.). Ao entrarem
em hipnose, foi realizada a tricotomia na regido dorsal da cabeg¢a do animal onde,
posteriormente, injetou-se 0,3 mL de cloridrato de lidocaina 2%.

Procedeuse entdo a cirurgia estereotaxica, a qual possibilitou a
implantac&o unilateral (lado direito) da canula-guia sobre o PVN (AP = 6,7 mm; H =
6,4 mm; L = 0,4 mm; utilizando-se como ponto zero a linha interaural, a calota
craniana e a sutura sagital, respectivamente), segundo coordenadas do atlas de
Paxinos e Watson (1986).

A canula-guia utilizada foi construida a partir de agulha hipodérmica
25 x 7 mm, cortada no comprimento de 5,6 mm. Para fixagdo da canula na posigao
adequada, acrilico autopolimerizavel (Simplex) foi depositado sobre a calota
craniana, na qual foram previamente fixados parafusos metalicos formando, assim,
um capacete acrilico que impedisse qualquer prujuizo ao posicionamento da céanula.
Dentro da canula implantada um mandril de aco foi posicionado para evitar a

obstrucio de sua luz por detritos apds o procedimento cirurgico.
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Quando os animais acordavam da anestesia, eram colocados em
gaiolas individuais com livre acesso a agua e alimentagdo, onde permaneciam por 2
dias para sua recuperacdo. No terceiro dia estes animais foram privados de

alimentacgao estendendo este jejum por um periodo de 24 horas.

3.5 MICROINFUSAO

No quarto dia de experimento, em jejum de 24 horas, a microinfusdo
de VIP (40 ng/g de peso corpdreo) ou salina (0,9%) ocorria, no periodo matutino,
com o auxilio de uma microseringa Hamilton 10 yL que estava acoplada a um
sistema de canulas de polietileno (P20) ligado a uma microagulha, a qual era
introduzida na canula-guia. A velocidade de 5 uL/10 min foi mantida através de uma
bomba de microinfusdo (Razel™ Syringe Pump, Razel Scientific Instrument). Este
protocolo se baseia em resultados prévios mostrando resposta de anorexia quando
VIP é microinfundido ICV ou no PVN de diferentes animais (MOUNIEN et al., 2009;
TACHIBANA et al., 2003).

3.6 EUTANASIA

Todos os animais utilizados nos experimentos foram eutanasiados
por decapitacdo. Imediatamente apds a decapitacdo seus cérebros foram retirados e
colocados em recipientes contendo solugao fixadora de formol (10%) para posterior
analise histologica. O conteudo de sangue foi coletado com o auxilio de um funil de
vidro que vertia seu conteudo em tubos de vidro cilindricos graduados contendo
heparina. Estes tubos eram centrifugados a 14.000 g por 20 min a 4 °C para a
obtencgao do plasma que era, entdo, separado em aliquotas e armazenado em tubos
tipo Eppendorf e congelado a -20 °C para posteriores dosagens por métodos

bioquimicos e imunoldgicos.
3.7  ANALISE HISTOLOGICA
Os cérebros eram mantidos em solugdo de formol por pelo menos

dois dias para adquirirem a consisténcia necessaria. Eram entéo fatiados (300 pm)

em microtomo de congelamento para analise dos cortes histoldgicos em
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estereomicroscopio. Dessa forma era possivel verificar a posi¢gao de implantagao da
canula-guia e microagulha de infusdo. Somente foram considerados os dados dos

animais microinfundidos na area desejada.

3.8 DOSAGENS PLASMATICAS

Glicose:

A determinagao espectrofotométrica da concentracdo plasmatica de
glicose foi realizada utilizando-se o Kit Comercial Glicose BioLiquid (Laborclin, PR),
baseado na reacao de Trinder (1969), onde a glicose é determinada por sua reagao
com a glicose oxidase, na qual sdo gerados o acido glicurénico e o peroxido de
hidrogénio. O perdxido de hidrogénio entdo reage com o hidroxibenzoato de sddio e
4-aminofenazona, produzindo quinoamina, que tem a cor rosa. A intensidade da
coloracéo é proporcional a concentragdo de glicose da amostra, sendo seus valores

expressos mg/dL.

Colesterol:

A determinacgao espectrofotométrica da concentracdo plasmatica de
colesterol foi realizada utilizando-se o Kit Comercial Colesterol BioLiquid (Laborclin,
PR), baseado na reacao de Allain e col. (1974) onde os ésteres de colesterol sao
inicialmente hidrolisados pela colesterol esterase. O colesterol liberado é oxidado
pela colesterol oxidase formando colest-4-en-3-ona e perdxido de hidrogénio.
Finalmente, o perdxido de hidrogénio produzido é detectado pelo aparecimento de
um produto corado, produzido pela reagdao com 4-aminofenazona e fenol, na
presenca de peroxidase. O produto final de cor rosa (quinoneimina) apresenta uma
absorbancia maxima a 500 nm. A intensidade da cor é diretamente proporcional a
quantidade de perdxido de hidrogénio produzido e a quantidade de colesterol

existente na amostra, sendo seus valores expressos em mg/dL.

Acidos graxos livres:

Para a determinagéo da concentragao de acidos graxos livres (AGL)

foi utilizado o método espectrofotométrico de Falholt e col. (1973). Este método
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consiste na utilizagcdo de 100 yL de amostra de plasma; e como padrao, 50 uL de
uma solugao, baseada em uma solugédo estoque de 2 mmol de acido palmitico em
um litro de solugao extratora (cloroférmio + heptano + metanol). Foi acrescido a este
padrdo 1 mL de tampédo fosfato (pH: 6,4) e 6,0 mL de solugdo extratora.
Posteriormente, foi feita agitagcdo de 2 minutos, com um repouso de 15 minutos e
centrifugacao durante 20 minutos a 14.000 g . Descartou-se a fase aquosa e retirou-
se 5,0 mL da fase inferior que foi transferida para outro tudo, onde foram
adicionados 2,0 mL de reagente de Cooper (CuTEA; pH: 8,1). Novamente, as
amostras foram agitadas por 5 minutos, com posterior centrifugacao a 14.000 g por
15 min. Como ultima etapa, transferiu-se 3,0 mL da fase superior para outro tubo,
sendo adicionado neste 1,0 mL de reagente de coloragdo (DPC: 10 mL de DPC,
dietilditiicarbamato, 4% + 0,1 mL de TEA 1 M). Como branco foram utilizados os
mesmos reagentes, excluindo-se os 100 uL de amostra de plasma. Apds repouso de
15 minutos, as amostras foram lidas em espectrofotdmetro no comprimento de onda

de 550 nm, e os valores expressos em pmoles/dL.

Corticosterona:

A determinacdo da concentracdo de corticosterona plasmatica foi
feita pelo método do método de Guillemin e col. (1959). Este consiste em um método
fluorimétrico, o qual se baseia na fluorescéncia da corticosterona em acido sulfurico.
Para a execugao do método, tem-se como solugédo padrao 1 mg de corticosterona
dissolvida em 10 mL de etanol absoluto. Em relagcdo as amostras dos animais, 100
ML de plasma foram acrescidos de diclorometano, com posterior agitacdo e
aspiracao da fase superior, possibilitando a particdo e extragdo da corticosterona;
apos isso, 250 uL de NaOH 0,1 N foram adicionados a amostra para lavagem da
amostra, seguido por agitagao e aspiracado da fase superior; apos, 250 yL de agua
destilada foram adicionados, fez-se agitagao e 2 mL da fase inferior foram retirados
e transferidos para uma nova bateria de tubos. Como branco, apenas 2 mL de
diclorometano foram utilizados. Na segunda etapa da dosagem, 10 uL de solugéo
"working" (0,5 mL de solugéo padrao e etanol) foram adicionados ao tubo da solugao
padrao, e 0,5 mL de [H,SO4 : Etanol] foi acrescido a todos os tubos para uma
segunda extragdo, seguido por agitagdo, com repouso de 20 minutos. A leitura foi

feita em fluorimetro, com excitagao 477 nm, emissdo 520 nm e sensibilidade 11. Os
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valores da concentragcdo plasmatica de corticosterona obtidos foram expressos em
Mg/dL.

Leptina:

A determinacao de leptina plasmatica foi realizada por meio de Kit
Comercial RayBio® Rat, da RayBiotech, Inc.; o qual consiste em um ensaio
imunoenzimatico (ELISA) para a dosagem quantitativa de leptina de rato. Este
ensaio emprega um anticorpo especifico para a leptina de rato revestindo os 96
pocinhos da placa. Padrbes e amostras sé&o pipetados nos pocinhos e a leptina
presente se liga aos anticorpos imobilizados nos pocinhos. Procede-se a lavagem e
o anticorpo biotinilado anti-leptina de rato é adicionado. Apds a lavagem um
composto de streptavidin conjugado com HRP (horse radish peroxidase) é
adicionado. Os pocinhos sado lavados novamente e uma solugcdo de substrato
cromogénico TMB €& adicionado. A coloragdo que se desenvolve é proporcional a
quantidade de leptina ligada. Uma solugdo acida é adicionada para interromper a
reacdo, alterando a coloracdo de azul para amarelo, e a intensidade da cor é
mensurada espectofotometricamente a 450 nm, sendo seus valores expressos em

pg/mL.
Insulina:

A determinacdo de insulina plasmatica foi realizada utilizando-se o
Kit Comercial Rat Insulin ELISA Kit, da Shibayagi Co.; o qual consiste em um ensaio
imunoenzimatico (ELISA) sandwich para dosagem quantitativa de insulina de rato. O
anticorpo anti-insulina conjugado com biotin e os padrdes ou amostras sao
incubadas em pocinhos revestidos com um anticorpo monoclonal anti-insulina para
captar a insulina ligada ao composto anti-insulina conjugado com biotin. Apds 2
horas de incubagao e lavagens, streptavidin conjugado com HRP é adicionado e
incubado por 30 minutos. Apds as lavagens, o streptavidin conjugado com HRP
remanescente nos pocinhos reage com o tetrametil benzeno (TMB) por 30 minutos,
e a reacdo é interrompida pela adicdo de solugdo acida, gerando um produto
amarelo. A absorbancia € mensurada espectofotometricamente a 450 nm. A

absorbancia é proporcional a concentragao de insulina. A curva padrao é preparada
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confrontando-se as absorbancias contra as concentragcdes de cada ponto da curva.

Os valores foram expressos em ng/mL.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Para analise estatistica utilizou-se a Analise de Variancia ANOVA
seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls, considerando-se como nivel de

significancia p<0,05.
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4 RESULTADOS

Verifica-se (figura 2, anexo A) que a microinfus&o de 5 pyL/10 min de
VIP (40 ng/g de peso corporeo) no PVN de ratos acordados em jejum de 24 horas
resultou, 10 minutos apds o término da microinfusdo (grupo VIP10), em aumento do
valor médio da concentragao plasmatica de glicose (149,72 + 4,49 mg/dL; n=11),
que mostra-se estatisticamente diferente [F(5,46) = 42,65; p<0,05] dos grupos
SAL10 (107,79 £ 2,38 mg/dL; n=12), SAL30 (102,9+2,9 mg/dL; n=7), SAL90 (95,9 +
3,12 mg/dL, n=5), VIP30 (100,23 + 2,31 mg/dL; n=8), VIP90 (102,69 * 2,4 mg/dL;
n=9). Os grupos SAL10, SAL30, SAL90, VIP30 e VIP90 nao diferem estatisticamente
entre si.

Os resultados obtidos para as concentracbes plasmaticas de
colesterol (figura 3, anexo A), evidenciam que nao existe diferenga estatistica entre
os grupos VIP (VIP10: 64,64 £+ 3,05 mg/dL, n=11; VIP30: 57,63 * 5,37 mg/dL, n=8; e
VIP90: 60,85 £ 5,48 mg/dL, n=9) e também n&o ha diferenga estatistica com relagéo
aos respectivos grupos Salina (SAL10: 63,6 £ 4,76 mg/dL, n=12; SAL30: 55,1 £ 5,17
mg/dL, n=7; SAL90: 57,83 + 3,86 mg/dL, n=7).

A concentragdo plasmatica de AGL (figura 4 anexo A) do grupo
VIP10 (101,48 + 7,67 umoles/dL; n=11) difere [F(5,45) = 5,56; p<0,05] dos grupos
SAL10: 82,96 + 4,49 uymoles/dL, n=11; SAL30: 64,88 £ 2,61 ymoles/dL, n=7; SAL90:
67,60 + 4,32 ymoles/dL, n=5; VIP30: 78,29 * 4,83 ymoles/dL, n=8 e VIP90: 79,85 +
4,34 pmoles/dL, n=9. Os grupos SAL10, SAL30, SAL90, VIP30 e VIP90 nado sao
estatisticamente diferentes entre si.

Com relagéo ao horménio corticosterona verifica-se (figura 5, anexo
B) que o grupo VIP10 (12,78 £ 0,62 ug/dL; n=9) difere estatisticamente [F(5,44) =
9,27; p<0,05] dos demais grupos (SAL10: 8,42 + 0,83 pg/dL, n=12; SAL30: 5,98 *
0,83 pg/dL, n=7; SAL90: 7,1 + 0,56 pg/dL, n=5; VIP30: 5,76 + 1,04 ug/dL, n=8§;
VIP90: 5,48 £ 1,2 pg/dL, n=9). Nao ha diferencga estatistica entre os grupos SAL10,
SAL30, SAL90, VIP30 e VIP90.
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Figura 2 - Concentracdes plasmaticas de glicose (mg/dL) 10, 30 e 90 minutos apds
a microinfusdo de salina (grupos SAL10, n=12; SAL30, n=7; e SAL90,
n=5) ou VIP (grupos VIP10, n=11; VIP30, n=8; e VIP90, n=9).
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Valores expressos como média + e.p.m. *Diferente dos grupos SAL10, SAL30,
SAL90, VIP30 e VIP90 (p<0,05).

Figura3 - Concentragdes plasmaticas de colesterol (mg/dL) 10, 30 e 90 minutos
apos a microinfusdo de salina (grupos SAL10, n=12; SAL30, n=7; e
SAL90, n=5) ou VIP (grupos VIP10, n=11; VIP30, n=8; e VIP90, n=9).
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Valores expressos como média + e.p.m. *Diferente dos grupos SAL10, SAL30, SAL90,
VIP10, VIP30 e VIP90 (p<0,05).
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Figura 4 - Concentracbes plasmaticas de acidos graxos livres (AGL; umoles/dL)
10, 30 e 90 minutos apos a microinfusdo de salina (grupos SAL10,
n=11; SAL30, n=7; e SAL90, n=5) VIP (grupos VIP10, n=11; VIP30,
n=8; e VIP90, n=9). Valores expressos como média + e.p.m.

T AGL
120 - -
110
100 %
90
80 % _} %
g 70 %
5 i
3 1 o
S 60
E 4
2 504
! ]
O 404
< ]
30 1
20 1
10
0 S . S )
NI G CX)
@Vy A\Q %?y A\Q ‘_ovy A\Q

Grupos

*Diferente dos grupos SAL10, SAL30, SAL90, VIP10, VIP30 e VIP90 (p<0,05).

Figura5- Concentragbes plasmaticas de corticosterona (ug/dL) 10, 30 e 90
minutos apos a microinfusdo de salina (grupos SAL10, n=12; SAL30,
n=7; e SAL90, n=5) ou VIP (grupos VIP10, n=9; VIP30, n=8; e VIP90,
n=9).
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Valores expressos como média + e.p.m. *Diferente dos grupos SAL10, SAL30, SAL90,
VIP30 e VIP90 (p<0,05).

As concentragdes plasmaticas de insulina (figura 6, anexo B) nao
apresentaram diferengas estatisticas tanto na comparacdo entre os grupos VIP
(VIP10: 1,15 £ 0,26 ng/mL, n=5; VIP30: 0,56 £+ 0,11 ng/mL, n=5; VIP9O0: 0,66 + 0,18
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ng/mL, n=5) como em relagdo aos respectivos grupos Salina (SAL10: 0,7 + 0,11
ng/mL, n=5; SAL30: 0,61 £ 0,07 ng/mL, n=5; e SAL90: 0,67 + 0,1 ng/mL, n=5).

Para as dosagens plasmaticas de leptina (figura 7, anexo B), ndo ha
diferenca estatistica entre os grupos SAL10: <30 pg/mL, n=6; VIP10: <30 pg/mL,
n=9; SAL30: <30 pg/mL, n=5; VIP30: 600,94 + 393,71 pg/mL, n=8; SAL90: 98,49 +
59,86 pg/mL, n=4; VIP90: <30 pg/mL, n=8.

Figura 6 - Concentracbes plasmaticas de insulina (ng/mL) 10, 30 e 90 minutos
apos a microinfusdo de salina (grupos SAL10, n=5; SAL30, n=5; e
SAL90, n=5) ou VIP (grupos VIP10, n=5; VIP30, n=5; e VIP90, n=5).
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Valores expressos como média + e.p.m.
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Figura 7 - Concentragdes plasmaticas de leptina (pg/mL) 10, 30 € 90 minutos apos
a microinfusdo de salina (grupos SAL10, n=6; SAL30, n=5; e SAL90, n=4)
ou VIP (grupos VIP10, n=9; VIP30, n=8; e VIP90, n=8).
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5 DISCUSSAO

O presente estudo investigou o papel da microinfusdo de VIP no
PVN de ratos em jejum acordados, apds 10, 30 e 90 minutos da microinfus&o, sobre
parametros hormonais e metabdlicos importantes na manutengcao da homeostase do
balancgo energético.

Sabe-se que o VIP, ao se ligar em receptores no PVN, atua como
um sinal anorexigénico que promove alteragbes no metabolismo favorecendo o
gasto energético (GHOURAB et al., 2011) tanto por atuar diretamente em vias
neuronais eferentes (ENDO et al.,, 1991), quanto indiretamente estimulando a
liberagdo de hormobnios, tais como, glicocorticdides por liberacdo de CRH
(ALEXANDER et al., 1995).

E bem estabelecida a existéncia de uma relagdo entre o consumo
alimentar e o sistema nervoso autondmico (BRAY; YORK; FISLER, 1989), sendo
que peptideos que atuam centralmente estimulando o consumo alimentar reduzem a
atividade neurovegetativa simpatica enquanto favorecem a  atividade
neurovegetativa parassimpatica; de maneira contraria, os peptideos que atuam
centralmente sinalizando a saciedade, reduzem a atividade parassimpatica,
favorecendo a atuagéo nervosa simpatica (SAKAGUCHI et al., 1988).

Assim, alguns dos efeitos observados no grupo VIP10
provavelmente sejam decorrentes da ativagdo de vias neuronais descendentes que
ativariam vias simpaticas, as quais atuariam em diferentes 6rgaos resultando em
alteragdo da concentracdo de metabdlitos e hormdnios no plasma. Seguindo este
principio, a atuacdo nervosa simpatica sobre o tecido adiposo auxiliaria o
entendimento de dois fenbmenos observados: o aumento dos acidos graxos livres e
da glicose no plasma do grupo VIP10. Isso porque a estimulagdo simpatica neste
tecido resulta em lipdlise (STANLEY et al., 2010), e os triglicerideos armazenados
nos adipocitos sé&o hidrolisados gerando acidos graxos livres e glicerol. O glicerol é
um importante substrato gliconeogénico. Por isso, o aumento de glicose registrado
seria, parcialmente, uma consequéncia do aumento deste substrato, que ao atingir o
figado pela veia porta, entra na via gliconeogénica. Pelo fato da utilizagdo de
animais em jejum de 24 horas para o presente experimento, considera-se que a via

gliconeogénica ja esta ativada antes mesmo da microinfusdo do peptideo, por
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compreender uma estratégia fisiolégica para a manutengdo da glicemia numa
concentracdo meédia minima necessaria para evitar danos a tecidos nobres.

Sabe-se que tanto vias neuronais simpaticas, quanto
parassimpaticas se projetam para o figado (UYAMA et al., 2004). Sendo assim, esta
ativagdo simpatica promovida pelo VIP sé refor¢ca a informacéao ja existente (dada
pelo jejum) para o aumento da atividade da enzima fosfo-enol-piruvato carboxicinase
(PEPCK) - enzima chave para que ocorra a gliconeogénese. O estimulo simpatico
sobre este 6rgdo provoca um rapido efluxo de glicose, tanto pela glicogendlise
quanto pela gliconeogénese (ARONOFF et al., 2004). Acredita-se que o glicogénio
hepatico ja tenha sido consumido pelo jejum prévio e, por isso, um dos motivos para
0 aumento na glicemia registrado seria uma consequéncia da atividade da via
gliconeogénica.

Além disso, este aumento da atividade simpatica também atua sobre
outros 6rgaos importantes na regulagédo do metabolismo energético. A estimulagao
sobre a medula adrenal resulta na liberacdo de catecolaminas, outro sinal para a
gliconeogénese (LI et al.,, 1999); e sobre o péncreas resulta em liberacdo de
glucagon, um horménio hiperglicemiante (BUIJS et al., 2001).

Também corrobora com o0 aumento da glicemia, a atuacdo da
corticosterona, que apresentou elevada concentragdo no plasma dos animais do
grupo VIP10. Este aumento da corticosterona mediado pela agéo do VIP no PVN ja
foi demonstrado em outros trabalhos (ALEXANDER; SANDER, 1994; ALEXANDER
et al., 1995), e ocorre especialmente por estimulagao direta do VIP em neurénios
CRH no PVN, ativando o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA).

O aumento de corticosterona estimula a gliconeogénese, a lipdlise e
a protedlise. Neste caso, outro substrato gliconeogénico entra em questdo pela
protedlise: os aminoacidos. Vale a pena ressaltar que além de aumentar os
substratos energéticos disponiveis, a corticosterona também reduz a utilizagdo de
glicose pelos tecidos periféricos, assim como o glucagon, sendo mais um provavel
fator para o aumento da glicemia naqueles animais (RAALTE et al., 2011). A partir
destas informacdes, o entendimento da glicemia elevada, em nossos resultados, é
facilitado.

O tecido adiposo e o tecido muscular esquelético sdo potentes
consumidores da glicose na presenga de glicemia elevada e acao insulinica.

Admitindo-se que a estimulagcdo simpatica sobre o tecido adiposo esteja
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promovendo a lipdlise, nesse momento, uma via bioquimica oposta seria ativada,
inibindo enzimas que favoreceriam a captacdo da glicose. Caso a estimulagao
simpatica ndo esteja sustentada neste momento a participagdo da corticosterona
interferindo na acao insulinica deve ser considerada, ndo s6 para o tecido adiposo,
como também para o tecido muscular esquelético, tecidos que sob a influéncia deste
hormdnio exprimem uma resisténcia a acdo da insulina, e por isso, caracteriza uma
capacidade reduzida para a captagdo da glicose, mantendo-a com a concentragéo
elevada no plasma (SOUTHORN et al, 1990). Assim, o conjunto de fenédmenos
observados no grupo VIP10, somados ao possivel aumento do glucagon e
adrenalina hipotetizados tornam a glicemia deste grupo elevada.

Um aumento de AGL ¢é outro fator que certamente contribuiu para o
aumento da glicemia no grupo VIP10, uma vez que a utilizagdo de AGL pelos
tecidos muscular esquelético e adiposo, como fonte de energia, diminuem a
captacao e utilizagao periférica de glicose pelo ciclo de Randle (RANDLE, 1963).

A concentragdo plasmatica de insulina no grupo VIP10 ndo é
estatisticamente diferente dos demais grupos, no entanto, observa-se uma curiosa
tendéncia de aumento da mesma no grupo VIP10. Acreditamos que este fato seja
uma consequéncia do aumento da glicemia que atuaria diretamente nas células beta
do péncreas para a liberacdo da insulina. Possivelmente, o reduzido niumero de
animais por grupo utilizados para a dosagem deste horménio, somado a
variabilidade bioldgica, resultaram em prejuizo a analise estatistica.

A insulina é fisiologicamente liberada pelo pancreas e o VIP é
liberado no hipotalamo durante o estado alimentado. A liberagdo de insulina € um
reforgco a sinalizagdo de saciedade, porém, em contrapartida, gera a captagao da
glicose pelos tecidos sensiveis a este horménio, culminando em redugao da glicemia
num curto periodo, fato observado nos grupos VIP30 e VIP90, nos quais o horménio
corticosterona ja apresenta-se reduzido na comparagdo com o grupo VIP10.
Considerando-se que a liberagcédo da insulina e do glucagon podem ser entendidas
como uma relagado insulina/glucagon, em situagdes fisiolégicas, quanto maior a
relacao insulina/glucagon, mais expressiva € a acao permissiva da insulina sobre a
captacéo de glicose. Portanto, quando a concentragédo de insulina é reduzida, isso
representa uma queda na relagao insulina/glucagon. Sendo assim, acredita-se que a
concentragdo de glucagon elevou-se, numa estratégia para a estabilizacdo da

glicemia dentro de concentragdes toleraveis nos grupos VIP30 e VIP9O0.
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Uma informacgao importante sobre os grupos avaliados, diz respeito
a concentragao do hormonio leptina. Apesar de o horménio insulina gerar a captagao
de glicose pelo tecido adiposo, esta captagcdo nédo € capaz de modificar a liberagéo
do horménio leptina, pois o organismo continua em déficit energético, estabelecido
pelo jejum. Esta é a razdo para a liberagao de leptina ndo aumentar nesta instancia.
Sendo assim, a baixa concentragao de leptina na corrente sanguinea € um potente
sinalizador no hipotalamo de que, apesar da presenca do VIP no PVN, o balango
energético continua negativo e a corregao desta situagédo sera necessaria.

Apds 30 e 90 minutos (grupos VIP30 e VIP90) os valores de glicose,
acidos graxos livres e corticosterona plasmaticos nado diferem dos respectivos
controles salina (SAL30 e SAL90). Estes dados indicam que os efeitos causados
pela microinfusdo do VIP no PVN, possivelmente, sdo rapidamente contra-
regulados, pois as vias orexigénicas devem estar ativadas em paralelo, fato
exemplificado neste experimento pela dosagem do horménio leptina, que estava
muito reduzida (devido ao jejum) ou nem mesmo possivel de ser detectada no
plasma, dada a limitacdo imposta pela sensibilidade do método utilizado.

As vias orexigénicas promovem uma sinalizagao inversa as ativadas
pelo VIP. Ocorre a redugcdo da atividade simpatica e aumento do tbnus
parassimpatico (CUSIN et al., 2001; SAINSBURY et al., 2001; KALSBEEK et al.,
2010 ) e, assim, tendo diversas consequéncias por modificar a sinalizagéo sobre os
tecidos ja citados, alterando a prevaléncia da atividade simpatica para a
parassimpatica (SNITKER et al.,, 2000). O metabolismo é reduzido e a fome é
sinalizada.

E sabido que os corticosterdides podem atuar centralmente
bloqueando a secre¢do de ACTH (ROTSZTEJN et al., 1981), e assim reduzindo a
secrecao de corticosterona. Ou seja, o aumento de corticosterona observado no
grupo VIP10 pode néo ter sido sustentado para os tempos de 30 e 90 minutos
devido a atuacdo deste horménio centralmente, bloqueando o sinal para sua
liberacdo, num mecanismo de feedback.

Com relagao ao metabolismo das gorduras, ja foi demonstrado que a
microinfusdo do VIP no PVN provoca um aumento dos valores plasmaticos de
acidos graxos livres em animais anestesiados (ARAUJO et al., 2003), sendo esta
constatacdao confirmada para animais acordados, no presente trabalho. Porém, a

acao central deste peptideo sobre o metabolismo de gorduras na periferia nao foi
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capaz de alterar a concentragdo do colesterol total no plasma de nenhum dos
grupos experimentais.

Com relagédo aos AGL, o grupo VIP10 esta aumentado com relagao
ao respectivo grupo salina (SAL10). Este aumento sugere agao do peptideo
resultando em estimulagdo da atividade neurovegetativa simpatica sobre o tecido
adiposo, causando a lipdlise e consequente aumento do AGL.

As diferengas observadas entre os grupos VIP e salina, para as
concentragbes plasmaticas de glicose, AGL e corticosterona somente sé&o
observadas no tempo 10 minutos. Estas diferengcas ndo persistem nos tempos 30 e
90 minutos (VIP30/SAL30 e VIP90/SAL90), ilustrando a agao aguda do VIP no PVN.
Possivelmente, este efeito agudo esta relacionado a depuragéo do VIP, visto que na
circulagao periférica o tempo de meia-vida mostra-se curto (0,4 a 1,0 minuto)
(GOLOLOBOV et al., 1998), e a contra regulagdo promovida pelos mecanismos
neurais e hormonais envolvidos na homeostase em caso de balango energético
negativo.

Para esclarecer, nesse mecanismo, a participagdo de outros
horménios, tais como glucagon e adrenalina, e metabdlitos como glicerol e

aminoacidos, mais estudos devem ser conduzidos.
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CONCLUSAO

Com os resutados obtidos no presente trabalho, podemos concluir
que o VIP é capaz de aumentar a concentragdo de glicose, acidos graxos livres e
corticosterona plasmaticos em animais acordados em jejum de 24 horas. Esta acao
€ de curto prazo, visto que somente foi registrada no tempo de 10 minutos apds a
microinfusdo do peptideo no PVN. Apds 30 e 90 minutos da microinfusdo, estes
valores sao semelhantes aos controles.

Estes resultados sugerem que o VIP tenha um papel ativador de vias
que estimulam a resposta neurovegetativa simpatica resultando em alteracdes

metabdlicas compativeis com o quadro simpatico e a anorexia.
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ANEXO A

Tabelal- Valores médios plasmaticos de glicose (mg/dL), colesterol (mg/dL) e acidos
graxos livres (AGL; pmoles/dL) de animais em jejum de 24 horas, acordados,
submetidos a microinfusdo de peptideo intestinal vasoativo (VIP: 40 ng/g de
peso corporeo) ou salina (0,9%) no nucleo paraventricular do hipotadlamo
(PVN), apds 10, 30 ou 90 minutos da microinfusao.

Grupos Glicose Colesterol AGL
Experimentais
Salinal0 107,79 £ 2,38 63,60 + 4,76 82,96 + 4,49
(12) (12) (11)
Salina30 102,90 £ 2,90 55,10 £+ 5,17 64,88 + 2,61
(7) (7) (7)
Salina90 95,90 + 3,12 57,83 + 3,86 67,60 + 4,32
() (7) (5)
VIP10 149,72 + 4,49* 64,64 = 3,05 101,48 £ 7,67
(11) (11) (11)
VIP30 100,23 + 2,31 57,63 + 5,37 78,29 + 4.83
(8) (8) (8)
VIP90 102,69 £ 2,40 60,85 + 5,48 79,85+ 4,34
9) 9 9)

Valores expressos como média + erro padrdo da média. ( ): nimero de animais.
* Diferente dos grupos SAL10, SAL30, SAL90, VIP30 e VIP90 (p<0,05).
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Tabela 2 - Valores médios plasmaticos de corticosterona (ug/dL), leptina (pg/mL) e
insulina (ng/mL) de animais em jejum de 24 horas, acordados,
submetidos a microinfusdo de peptideo intestinal vasoativo (VIP: 40 ng/g
de peso corpéreo) ou salina (0,9%) no nucleo paraventricular do
hipotalamo (PVN), apos 10, 30 ou 90 minutos da microinfusao.

Grupos Corticosterona Leptina Insulina
Experimentais
Salinal0 8,42 £ 0,83 >30 0,70+ 0,11
(12) (6) (5)
Salina30 5,98 £ 0,83 >30 0,61 0,07
(7) (5) (5)
Salina90 7,1+0,56 98,49 £+ 59,86 0,67 £0,10
(5) (4) (5)
VIP10 12,78 £ 0,62* >30 1,15+ 0,26
(9) (9) (5)
VIP30 5,76 £ 1,04 600,94 £ 393,71 0,56 + 0,11
(8) (8) (5)
VIP90 548 £1,2 >30 0,66 £ 0,18
(9) (8) (5)

Valores expressos como média * erro padrdo da média. ( ): numero de animais. >30: valor menor que

o limite minino de detec¢édo do método (30 pg/mL).
*Diferente dos grupos SAL10, SAL30, SAL90, VIP30 e VIP90 (p<0,05);



