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RESUMO:

Os mecanismos angiotensinérgicos tem um importante papel na
manutencdo da homeostase, participando da regulacdo de varios sistemas
como o sistema cardiovascular, renal, comportamentos ingestivos, dentre
outros. Dentre as angiotensinas, duas merecem um destaque, a angiotensina Il
(ANG 11) e angiotensina 1-7 (ANG 1-7) que podem exercer funcdes similares ou
contrarias. Em relacdo a ingestédo alimentar, estudos mostraram que a ANG I
pode levar a uma reducao do apetite, interferindo na atividade de mecanismos
neurais envolvidos no controle central da fome/saciedade, sendo que estes
estudos foram feitos principalmente em situacdes de ingestdo basal (ingestéo
diaria), ndo estimulada (privacdo de alimento) Todavia ndo se sabe se a ANG
1-7 também poderia ter algum papel no controle da ingestdo alimentar.
Portanto, neste trabalho foram investigados os efeitos centrais da ANG Il e
ANG 1-7 na ingestao de alimento induzida por privacao de 24 h. Os ratos (280-
320g) foram anestesiados e submetidos a uma cirurgia encefalica para
implante de canula no ventriculo lateral (VL). 5 dias apds a cirurgia encefalica,
os animais foram privados de alimento, com agua ad libitum, por 24 horas.
Apos este tempo, foram iniciados os protocolos experimentais. 15 min antes de
completar as 24h, houve injecdo de 1 uL no VL de veiculo (controle) ou da
ANG II (100, 200 ou 400 ng/uL) ou ANG 1-7 ng/uL (100, 200 ou 400 ng/uL) ou
dos antagonistas: Losartana (100 nmoL/uL), PD123319 (30 nmol/uL) e A779 (3
nmoL/uL). Sendo assim, foram realizados trés protocolos diferentes (um para o
estudo dos efeitos centrais da ANG II, outro para ANG 1-7 e outro para 0s
antagonistas), cada um com quatro grupos. Em cada grupo houve
administracdes alternadas das diferentes concentracdes de ANG Il ou ANG 1-7
ou dos antagonistas e veiculo (NaCl 0,9%), com intervalo de 48h entre cada
experimento. Todos os experimentos foram realizados no periodo da tarde.
ANOVA (de duas vias com ou sem medidas repetidas) e pos-teste Student
Newman Keuls foram utilizados para analisar os resultados (p<0,05), sendo
expresso em média + erro padrdo da média. Os resultados mostraram que
ANG Il 400 ng/pL injetada no VL, reduziu a ingestdo de alimento quando

comparada ao grupo controle (4,54 £ 0,77 vs veiculo: 8,08 £ 0,66 g/120 min).
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Em relacdo a ingestdo de agua, tanto ANG Il 200 quanto a de 400 ng/uL
aumentaram a ingestao de agua (ANG Il 200: 14,44 + 2,5; ANG Il 400: 17,42 +
3,49 vs. veiculo: 7,12 + 1,18 ml/120 min). ANG 1-7 na concentracdo de 400
ng/ulL injetada icv reduziu a ingestdo de alimento induzida por privacdo (3,68 +
0,49 vs veiculo: 7,2 + 0,66 g/120 min) e de agua (4,88 + 1,09 vs veiculo: 11,0 £
1,01 mL/120 min). Comparando o efeito da ANG Il com a ANG 1-7, ambas na
concentracédo de 400 ng/1 uL, observou-se que ndo houve diferengca no efeito
hipofagico entre estes peptideos, porém enquanto a ANG Il aumentou a
ingestdo de agua, o tratamento com ANG 1-7 nao foi diferente do controle.
Enquanto losartana (100 nmoL/uL, antagonista de receptor AT1 da ANG II)
reduziu, PD 123319 (30 nmoL/uL, antagonista de receptor AT2 da ANG II) ou
A779 (3 nmoL/uL, antagonista de receptor MAS da ANG 1-7) ndo afetaram a
ingestdo de alimento induzida por privacdo (losartana: 6,0 £ 0,22; PD 123319:
7,8 +£0,96 ; A779: 10,3 £ 0,42 vs veiculo: 8,65 + 0,82 g/120 min). Em relacéo
a ingestdo de agua, losartana e PD 123319 reduziram, e A779 néo alterou, a
ingestdo de 4gua (losartana: 3,37 + 1,56; PD 123319: 3,80 + 1,90; A779: 13,62
+ 1,30 vs veiculo: 9,67 £ 1,78 mL/120 min). Os resultados sugerem um efeito

hipofagico central da ANG Il e ANG 1-7 em ratos privados de alimento.



ABSTRACT:

The angiotensinergic mechanisms are related to an important role in the
regulation of the hydroelectrolyte balance as in the cardiovascular system.
Several studies have been published, showing the interaction of the
angiotensinergic peptides (angiotensin — ANG Il and ANG 1-7) in the
modulation of blood pressure, evidencing counter regulatory mechanisms
between ANG Il and ANG 1-7 in the cardiovascular system control. It's already
known that ANG Il has an important role in the induction of hunger, interfering
on the activity of some neurohormonal mechanisms involved on central
hunger/satiation coordination. It's not understood, however, if the ANG 1-7
could also have some function on this hunger control. Therefore, was
investigated on this paper the central effects of ANG Il and ANG 1-7 in the
intake of food, induced by a 24 hours of deprivation, as well as an interaction of
this angiotensinergic central mechanisms on the control of hunger. Five days
after the surgeries in the lateral ventricle (LV), the animals have been submitted
to a food deprivation but with water al libitum, for 24 hours. After this period,
experimental protocols were stared: 15 minutes before the 24 hours time
complete, there was an injection of 1u L inside LV of the agonists ANG Il (100,
200 or 400 ng/uL), ANG 1-7 ng/uL (100, 200 or 400 ng/uL), or antagonists:
Losartan (100nmoL/uL), PD123319 (30 nmol/uL) and A779 (3 nmoL/uL). Each
protocol was divided in four groups, with an interval of 48 hours between them.
Thus, three different protocols were performed (ANG I, ANG 1-7 and
antagonist), each one with four groups. All experiments have been realized in
the afternoon. ANOVA and Student Newman Keuls post-test were used to
perform the analysis (p < 0,05), have been expressed as mean + standard
mean error. ANG Il 400 ng/uL injected in LV showed a decrease in food
ingestion compared with control (ANG 400: 4,54 + 0,77 vs control: 8,08 + 0,66
g9/120 min). Water intake was increased with ANG Il in 200 and 400 ng/uL
concentrations, compared with control groups (ANG Il 200: 14,44 + 2,5; ANG I
400: 17,42 + 3,49 vs. control: 7,12 + 1,18 ml/120 min.). ANG 1-7 in 400 ng/uL
showed a reduction on food intake compared to control (ANG 1-7: 3,68 = 0,49
vs control: 7,2 £ 0,66 g/120 min) and watrer (4,88 + 1,09 vs. control: 11,0 + 1,01
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mL/120 min). Comparing treatments, ANG Il 400 ng/uL and ANG 1-7 400 ng/uL
in both there was less intake of food compared to control. Losartan showed a
decrease in food intake compared to control (losartan: 6,0 £ 0,22 vs. control:
8,65 + 0,82 ¢/120 min). Regarding water intake, Losartan and PD 123319,
respectively, showed a reduction in the ingestion compared to control (losartan:
3,37 £ 1,56; PD 123319: 3,80 £ 1,90 vs. control: 9,67 £ 1,78 mL/120 min). As
described above, the results suggests that Ang Il and Ang 1-7 reduced food

intake after 24 hours of meal deprivation in mices.
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1. INTRODUCAO:

Disturbios alimentares, envolvendo um excesso ou falta de apetite, sdo um
problema na sociedade moderna, podendo ser decorrentes tanto de problemas
psicolégicos quanto falhas nos mecanismos fisiolégicos que norteiam nosso
estado de saciedade e fome. Assim sendo, € de grande valia o estudo dos

mecanismos centrais envolvidos no controle do apetite.

As vias neurais envolvidas tanto no controle da alimentacdo quanto no
gasto energético estdo distribuidas tanto pelo prosencéfalo quanto pelas areas
posteriores. Estruturas limbicas relacionadas com a via de recompensa
estariam relacionadas com o controle ndo homeostatico da ingestéo alimentar,
enquanto a integracdo do comportamento ingestivo homeostatico seria feito
pelo hipotalamo. Sinais que indicam o estado energético periférico como os
hormdnios gastrointestinais, pancreatico e as adipocinas, podem sinalizar
diretamente para o hipotdlamo ou indiretamente via as &reas posteriores e
fibras vagais aferentes (Benarroch, 2010; Suzuki e cols, 2010; 2012; Young
2012; Rinaman, 2010; Lent, 2010).

7

Estudos anteriores mostram que o hipotdlamo é conhecido como um
importante centro que controla a ingestdo de alimentos e peso corporal
(Clemente e cols., 1998; Schwartz e cols., 2000; Yoshida e cols., 2012). O
nacleo hipotalamico ventromedial € conhecido como o centro da saciedade,
engquanto que a area hipotalamica lateral como o centro da fome (Bray e cols.,
1990; Clemente e cols., 1998). O nucleo arqueado e o ndcleo paraventricular,
respondem a sinais periféricos e secretam muitos neuropeptidios orexigenos e
anorexigenos, que estdo envolvidos na regulacdo da alimentacdo e
homeostase energética (Leibowitz e cols., 2004; Schwartz e cols., 2000)
(Figura 1).

Estudos iniciais envolvendo lesdes de estruturas hipotalamicas mostraram
que quando o hipotalamo lateral foi lesionado, os animais apresentaram
inanicdo; enquanto que o hipotalamo ventromedial induzia hiperfagia, apos
lesdo (Mayer e Thomas, 1967). Atualmente se sabe que outras estruturas

hipotalamicas também estdo envolvidas no controle da ingestdo de alimentos,
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como o nucleo arqueado que possui duas populagdes de neurdnios envolvidas
na regulagédo da ingestdo alimentar: a via orexigena, com neur6nios que co-
expressam o neuropeptideo Y (NPY) e o peptideo relativo a agouti (AgRP); e a
via anorexigena, na qual o0s neurbnios co-expressam as pro-
opiomelanocortinas (POMC) e o transcriptor regulador de cocaina-anfetamina
(CART). Ambas as populacdes se projetam para o ndcleo paraventricular do
hipotalamo, bem como para os nacleos dorsomedial, lateral e ventromedial do
hipotalamo (Broberger e cols, 1998; Suzuki e cols 2010; 2012; Guyton e Hall,
2006).

ventricle

Figura 1. Populacdo de neurbnios de neuropeptidios orexigenos (NPY/AGRP)
e anorexigenos (POMC/CART) no nudcleo arqueado, adjacente ao terceiro
ventriculo, estdo envolvidos na regulagédo da ingestédo alimentar e homeostase
energética no hipotdlamo. Esses neurbnios sdo regulados pela leptina no
nacleo arqueado e projetam sinais para o Ndcleo paraventricular, area
hipotalamica lateral e area perifornical. NPY: neuropeptideo Y; AgRP: Peptideo
relativo a agouti; POMC: Pro-opiomelanocortinas; CART: transcriptor regulador

de cocaina-anfetamina; Leptin: leptina; ARC: ndcleo arqueado; PVN: nucleo
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paraventricular; LHA: area hipotalamica lateral, PFA: area perifornical; Third

ventricle: terceiro ventriculo (Schwartz e cols., 2000).

As areas posteriores, o complexo dorsal do vago (CDV) teria um papel
importante na regulacdo homeostatica da ingestédo de alimentos uma vez que é
uma importante via de ligacdo entre os sinais periféricos e o hipotdlamo. O
CDV se projeta tanto para o hipotdlamo quanto para centros corticais
superiores, assim como, o hipotdlamo também envia projecdes para as areas
posteriores. O CDV compreende o nucleo motor dorsal do vago, area postrema
e 0 nucleo do trato solitario, o qual pode integrar sinais periféricos, devido sua
proximidade com a area postrema que é um dos 6rgaos circunventriculares
(estruturas que apresentam uma barreira hematoencéfalica incompleta os
envolvendo, e, portanto mais acessiveis aos sinalizadores periféricos) (Bailey,
2008; Stanley e cols., 2005, Rinaman, 2003; Young e cols, 2012; Suzuki e cols,
2010 e 2012; Rinaman, 2010). Lesdes da area postrema ou vagotomia
atenuam os efeitos dos hormonios gastrointestinais no controle da ingestao
alimentar (Abbott e cols, 2005; Koda e cols., 2005; Date e cols, 2002; van der
Kooy, 1984; Schwartz e cols., 1978). Estes resultados sugerem um

envolvimento das areas posteriores no controle da ingestédo de alimento.

E comum utilizar estratégicas farmacoldgicas com o objetivo de se
determinar 0s mecanismos envolvidos numa resposta fisiolégica.
Administracdo nos ventriculos encefalicos (ventriculos laterais — VL; terceiro e
quarto ventriculo — 3°V e 4°V) tem o objetivo de verificar se as éareas
periventriculares poderiam ou ndo estarem envolvidas numa determinada
resposta ou se um determinado mecanismo naquela regido poderia ser
importante para uma resposta fisiolégica. Administracéo de farmacos nos VL e
3°V poderiam atingir estruturas hipotalamicas, assim como, administragdo no
4°V poderia influenciar na atividade da area postrema e do ndcleo do trato
solitario. Injecdo de leptina (horménio produzido no tecido adiposo) no VL, 3°V
e 4°V reduziu a ingestdo de alimento por mais de 24 h (Grill e Kaplan, 2002).

Injecédo intracerebroventricular (icv) de CART inibiu a ingestdo de alimento
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(Kristensen e cols., 1998), enquanto que a injecdo icv de NPY estimulou a
ingestao de alimentos (Clark e cols., 1984). Outros estudos mostraram que a
administragcdo cronica do NPY, provocou uma hiperfagia, desenvolvendo
obesidade, além de uma resisténcia a insulina (Stanley e cols., 1986;
Raposinho e cols., 2001 e 2004). Baseando-se nestes dados, observa-se que
as estruturas periventriculares estdo envolvidas no controle da ingestao

alimentar.

1.1 Angiotensina Il (ANG 1) e angiotensina 1-7 (ANG 1-7) — Aspectos

gerais

Tanto a ANG Il quanto a ANG 1-7 sdo formadas pelo sistema renina-
angiotensina (SRA), e tem-se procurado compreender melhor este sistema, a

fim de definir o papel dele nas condic@es fisidlogicas e patoldgicas.

Dentre as funcdes do SRA observa-se um papel na regulacido da presséo
arterial, do equilibrio hidroeletrolitico, e estudos anteriores tém sugerido o
envolvimento deste sistema na obesidade relacionada a hipertenséo (Velkoska
e cols., 2010).

A renina € uma enzima proteolitica sintetizada a partir da pré-renina, a qual
€ armazenada e liberada de imediato apds estimulo. Na circulagdo, essa
enzima cliva o angiotensinogénio (AGT), formando a angiotensina | (ANG 1),
gue sera clivada pela enzima conversora da angiotensina | (ECA) em ANG Il
Além disso, a ANG | pode ser clivada através da enzima conversora de
angiotensina Il (ECA Il) em angiotensina 1-9 (ANG 1-9) e pela endopeptidase
em angiotensina 1-7 (ANG 1-7). A ANG 1-9 pode ser convertida em ANG 1-7
através da ECA |I. Por sua vez, ANG Il também pode ser convertida em ANG
1-7, através da ECA Il. Esta desempenha um papel fundamental no equilibrio
dos mediadores do SRA, uma vez que pode converter ANG Il, um
vasoconstritor periférico, em ANG 1-7, um vasodilatador periférico. A ANG Il se
liga aos seus receptores especificos, receptores do tipo 1 (AT1) e receptores
do tipo 2 (AT2), ja a ANG 1-7 ao receptor MAS (MAS-R) (Vickers e cols., 2002;
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Chappell e cols., 1998; Campbell e cols., 2004; Pinheiro e Silva, 2011) (Figura
2).

[ ANGIOTENSINOGENIO ]

Pro-renina =——> Renina

ECA2
[ ANGIOTENSINA 1 ] _>[ ANGIOTENSINA 1-9 ]

Endopeptase ECA 1
ECA 1

//ECA;/ [ ANGIOTENSINA 17 ]
[ ANGIOTENSINA 1l ]

Mas - R

AT,-R AT,-R

Figura 2: Mecanismo simplificado de formag&o de ANG Il, ANG 1-9 e ANG

1-7 no sistema renina-angiotensina.

ANG Il e ANG 1-7 apresentam uma série de acles fisiologicas mediadas
pela ligacdo das mesmas aos seus respectivos receptores. Infusdo central de
A ANG Il desencadeia um aumento imediato na ingestdo de agua, seguido de
um apetite croénico por soédio (Fitzsimons, 1998; Formenti e Colombari, 2011),
gue é um comportamento motivacional elementar, assim como a ingestdo de
alimento. Também apresenta um importante papel na regulacdo da presséo
arterial e no sistema renal, entre outros (Dzau, 1987; Johnston e cols, 1992). A
acao central da ANG Il formada perifericamente poderia ser decorrente da sua
acdo nos orgaos circunventriculares (OCV). Os OCVs mantém inumeras
conexdes reciprocas com regides do encéfalo que estdo envolvidas na

regulacéo da presséo arterial e na homeostase do fluido corporal (Hasser e
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cols., 2000), e eles permitem que ndo apenas a ANG Il, mas outros peptideos

produzidos perifericamente, possam exercer uma agao central.

Uma ampla gama de ag0es fisiolégicas da ANG Il ocorre por meio da sua
interacdo com os receptores AT1 (Santos e cols., 2008a, Santos e cols, 2009).
Tradicionalmente, a ANG Il estda envolvida em processos fisioloégicos e
fisiopatologicos relacionados ao sistema renal e cardiovascular. Além disso,
esse peptideo € capaz de provocar a degradacdo de proteina e atrofia do
musculo esquelético (Brink e cols., 1996; Brink e cols., 2001; Yoshida e cols.,
2012). Outros estudos mostram que a ANG Il estad implicada no controle da
adiposidade por meio da sintese e armazenamento de lipideos nos adipécitos,
associando o SRA a sindrome metabdlica (Leung e cols., 2006; Santos e cols.,
2009). O SRA esta estimulado no obeso, particularmente nos que apresentam
obesidade visceral, em gue se encontra uma grande atividade/concentracao
plasmatica de renina, angiotensina e aldosterona (Suplicy, 2000). Esse sistema
participa em processos patolégicos de forma subjacente para o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares, assim como na sindrome

metabdlica (Yoshida e cols., 2012).

Coelho e cols. (2010) mostraram elevados niveis plasmaticos de ANG Il em
ratos alimentados com frutose e sacarose, o que poderia estar contribuindo
para o desenvolvimento da sindrome metabdlica. Além disso, o tecido adiposo
expressa componentes importantes do SRA, sendo que a producdo de AGT
pelo tecido adiposo em roedores contribuiu para um terco dos niveis circulantes
de AGT. O aumento dessa producdo pode estar associado, em parte, as
doencgas metabdlicas e inflamatérias relacionadas com a obesidade. Isso apoia
a ideia de que além da via tradicional de formacdo de ANG II, ela também é
produzida pelo tecido adiposo e pode refletir na regulagédo da massa gordurosa
e disturbios associados no controle da pressao arterial (Yvan e Quignard,
2011).

A ANG 1-7 é outro importante produto do SRA, sendo o principal
derivado da ANG I, por uma via que é independente da ECA (Santos e cols.,
2008 a,b). Estudos demonstraram que ANG 1-7 possui relevantes acoes

centrais no controle cardiovascular (Campagnole-Santos e cols., 1992; Fontes
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e cols., 1994) e secrecdo de vasopressina (Schiavone e cols., 1988).
Contrastando com ANG I, e sse peptideo ndo estimula a sede e ndo tem um
efeito pressor quando administrado perifericamente ou icv (Santos e cols.,
1994; Silva e cols., 1988).

Um papel para ANG 1-7 no controle do balanco hidroeletrolitico foi
sugerido pela observacdo que, além das suas acdes de liberacdo de
vasopressina in vitro (Schiavone e cols., 1988), a ANG 1-7 apresenta um
potente efeito antidiurético em ratos (Santos e cols., 1992), influencia na
reabsorcdo de fluidos e bicarbonato no tubulo contorcido proximal (Garcia e
cols., 1994), e sua concentracdo no plasma é aumentada em ratos tratados
cronicamente com sal (Botelho e cols., 1994).

A ANG 1-7 também apresenta um efeito cardioprotetor, por potencializar
a vasodilatacao por meio da liberacdo de bradicinina (Kucharewicz, 2002; Lima
e cols., 1997; Li e cols., 1997). Tem sido demonstrado que a ANG 1-7 protege
funcbes cardiacas e do endotélio, bem como a perfusdo coronéria no modelo
de insuficiéncia cardiaca. Embora alguns efeitos da ANG Il e ANG 1-7 possam
ser contra reguladores, em algumas situacdes eles podem ser similares, como
no caso de ambas estimularem a secrecdo de vasopressina, e em estudo de
Ferreira e cols. (2001) observou-se que concentracdes fisioldgicas de ANG Il e
ANG 1-7 foram capazes de produzir um efeito antiarritmogénico em modelo de

isquemia.

Da mesma forma que ja foi detectado uma atuacdo da ANG Il no tecido
adiposo, o estudo de Coelho e cols (2010) mostrou pela primeira vez que 0s
niveis de ANG 1-7 e ECA Il também estavam aumentados no tecido adiposo,

guando ratos foram tratados durante 30 dias com sacarose.

Portanto, nota-se que tanto ANG Il quanto ANG 1-7 estariam envolvidas
na regulacao cardiovascular, no equilibrio hidroeletrolitico e aparentemente, em
mecanismos presentes na obesidade, sendo que a ANG Il e ANG 1-7, podem

apresentar efeitos semelhantes ou contrarios.

1.2 Angiotensina Il (ANG Il) e angiotensina 1-7 (ANG 1-7) — ingestao de

alimentos
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Ha alguns estudos que relatam um importante papel da ANG Il na
regulacao do apetite. Infuséo crénica icv de ANG Il reduziu o ganho de peso do
animal tanto jovem quanto adulto, em parte por reduzir a ingestdo de alimento
e em parte por aumentar o gasto energético (Porter e cols, 2003; Porter e
Potratz, 2004). Aléem disso, injecéo icv de ANG Il exerceu um efeito inibitorio na
ingestao de alimento durante a fase escura do ciclo diurno do animal, sendo
que o efeito hipofagico da ANG Il foi totalmente abolido ap6s o bloqueio dos
receptores tipo Il (AT2), e o bloqueio dos receptores AT1, reduziu o efeito da
ANG Il, apenas ap6s 7 h de tratamento (Nakano-Tateno e cols., 2012). Estes
resultados sugerem tanto a participagdo dos receptores AT2 (mais
proeminente) quanto AT1 no efeito hipofagico da ANG Il. J& Yamamoto e cols
(2011) demonstraram que camundongos knockout para receptores AT1 (tipo
la) apresentam um aumento na sua ingestao alimentar, sugerindo a presenca
de uma via dependente do receptor AT1la na inibicdo da fome. Yoshida e cols
(2012) também demonstraram a importancia dos receptores AT1 no efeito
hipofagico da ANG Il, sugerindo que a reducao do apetite produzida pela ANG
I, seria central, via receptores AT1 que mediariam a diminuicdo na expressao
hipotalamica de NPY e orexina. Estudo de Schwartz e cols. (2000) mostrou que
esses efeitos sdo mediados pelos receptores AT1 de ANG Il e podem ser de
suma importancia para explicar os sintomas anoréxicos na caquexia.

Administracdo de captopril, inibidor da enzima conversora de ANG, néo
afetou a ingestao de alimento (Voigt e cols, 2007), embora outro trabalho tenha
mostrado a reducdo da ingestdo alimentar apds tratamento com captopril (Di
Nicolantonio e Weisinger, 1988). Considerando tratamentos de longa duracéo
com antagonista dos receptores AT1, foi observado que telmisartana e
candesartana, mas nao losartana, reduziram a ingestdo diaria de alimento
(Benson e cols., 2004; Raasch e cols., 2006). Em ratos privados de alimento,
injecdo periférica de irbesartana reduziu a ingestado de alimento (Voigt e cols,
2007). Interessantemente, Auberta e cols (2010) sugerem que o efeito
anorexigeno da telmisartana em camundongos seria independente dos
receptores ATla. Além disso, in vitro, a telmisartana poderia apresentar
também uma atividade agonista do receptor y ativado pelo proliferador de
peroxissomo (PPAR), que é independente do receptor AT1 (Benson e cols,
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2004). Portanto, seria possivel, que o efeito anorexigeno observado por estes
antagonistas de receptores AT1, ndo seja via AT1.

A maioria dos estudos para verificar o efeito da ANG Il no controle da
ingestdo alimentar foram tratamentos cronicos, tentando observar a ingestao
diaria (Nakano-Tateno e cols, 2012; Yoshida e cols, 2012), mas nao induzida
de alimentos, portanto, um dos objetivos deste trabalho foi verificar os efeitos
da ativacdo (ANG II) e inibicao dos receptores AT1 (losartana) e AT2 (PD
123319) nas estruturas periventriculares do VL (areas prosencefalicas), na

ingestao de alimento, induzida por privacao de alimento.

Em relacdo a ANG 1-7, pouco sabe sobre seu efeito no comportamento
ingestivo. Diferentemente da ANG II, ela ndo é capaz de induzir nem a sede,
nem o apetite ao sddio (Mahon e cols, 1995), e em relacdo ao controle do
apetite/saciedade, até onde sabemos, ndo ha nenhum trabalho relacionando a
ANG 1-7 e a ingestdo alimentar, porém sabe-se que ela apresenta alguns
efeitos metabdlicos. Infusdo crénica de ANG 1-7 melhora o quadro hipertensivo
e a resisténcia a insulina causada por uma dieta rica em frutose (Giani e cols.,
2009). Além disso, camundongos com deficiéncia do receptor MAS
apresentaram um aumento na massa adiposa e nos niveis plasmaticos de
colesterol, triglicerideos, insulina e leptina (Santos e cols., 2010). Resultados
de Oh e cols (2012) sugerem um possivel envolvimento da ANG 1-7, atuando
em receptores MAS, na perda de peso induzida pelo tratamento com captopril.
Estudo de Andrade e cols (2014) mostrou que ratos alimentados durante 60
dias com uma dieta rica em gordura e tratados com ANG 1-7 via oral,
apresentaram diminuicdo no peso corporal e gordura visceral, porém sem
alteracdes quando avaliado a eficiéncia alimentar (ingestdo de alimento/peso
corporal). Portanto, uma vez que a ANG 1-7, além de apresentar efeitos
metabdlicos, também poderia levar a uma reducdo de peso corporal, e
sabendo que reducdo do peso corporal pode envolver reducdo de ingestao
e/ou aumento do gasto energético, seria possivel que a ANG 1-7, tivesse um

papel no controle da ingestéo alimentar.
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Assim sendo, outro objetivo deste trabalho foi investigar os possiveis
efeitos da ANG 1-7 (e o seu receptor — MAS) em areas periventriculares do VL
(areas prosencefalicas) no controle da ingestédo alimentar.

Portanto, considerando que: 1) os mecanismos angiotensinérgicos tem um
importante papel na regulacdo ou modulacdo do funcionamento de varios
sistemas do nosso organismo, tanto em situacbes fisioldgicas quanto
patoldgicas; 2) ha poucos dados na literatura em relacéo a participacdo destes
mecanismos no controle da ingestao alimentar; 3) os disturbios alimentares se
tornaram um importante foco de estudo; se faz necessario compreender melhor
0S mecanismos heurais complexos que norteiam o controle da ingestédo
alimentar. Assim sendo, este trabalho busca compreender melhor a
participagcdo dos mecanismos angiotensinérgicos (ANG Il e ANG 1-7) na
regulacéo do apetite.
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2. HIPOTESE:

Sabendo que as areas prosencefélicas estdo envolvidas no controle da
ingestdo alimentar, e que 0s mecanismos angiotensinérgicos tém um
importante papel em regular ou modular diversos mecanismos centrais
envolvendo respostas fisiolégicas homeostaticas, a hipétese deste trabalho, €
gue numa situacao de privagao de alimento, a ANG Il e ANG 1-7 poderiam

participar das vias neurais que desencadeiam a fome (Figura 3).

Areas posteriores

(4°V)
Areas prosencefalicas (VL e 3°V) - complexo dorsal do
- areas hipotalamicas ™" vago

circunventriculares

Aferéncias vagais

Horménios
gastrointestinais,
pancreético e
adipocinas

Figura 3: Desenho esquemaético da hipétese do trabalho. 3°V = terceiro
ventriculo; VL = ventriculo lateral.
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3. OBJETIVO:

O objetivo desse trabalho foi investigar os efeitos centrais da ANG Il e ANG

1-7 na ingestéo de alimento induzida por privagao de alimento por 24 h.

3.1. Objetivo especifico:

- Avaliar a acdo da ANG Il e ANG 1-7 e seus antagonistas no ventriculo lateral
com o intuito de atingir as areas periventriculares anteriores na ingestdo de

racao induzida por privagao de alimento por 24h;
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4. MATERIAIS

4.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar (280-320g) provenientes do Biotério
Central da Universidade Federal de Ouro Preto. Os animais foram alojados em
gaiolas coletivas (maximo 4 por gaiola), sob condi¢cdes de temperatura (22 *
3°C) e humidade controlada (40-60%),ciclo claro-escuro 12h:12h (luzes
acesas: 07:00h). Apds os procedimentos cirurgicos, os animais foram alojados
em gaiolas individuais até o protocolo experimental. Os ratos receberam
comida padrao e agua ad libitum. Os experimentos foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de
Ouro Preto (CEUA UFOP - Protocolo: 2013/11)

4.2. Farmacos e solucoes:

4.2.1 Salina 0,9% (veiculo)

Esta solucao foi preparada pela dissolucdo de 9,00 g de NaCl P.A. em
g.s.p. 1000,00 mL de agua destilada. A solugéo foi acondicionada em frasco de
Mariotte e mantida em temperatura ambiente por um periodo maximo de 30

dias.

4.2.2 Anestésico

Todos os procedimentos cirtrgicos foram realizados com 0s animais
anestesiados (mistura de cetamina e xilasina). Para a obtencdo da solucdo
anestésica, pegou-se 2,5 mL de xilasina (concentracéo = 0,2 g/ mL) e verteu-a
em 10 mL de cetamina (concentracdo = 0,1 g/ mL). Desta forma, chegou-se a

concentracéo de 0,05 g de xilasina / mL de quetamina.

Cetamina (Syntec do Brasil Ltda)

Xilasina (Divisdo Vetbrands Saude Animal)

Ao preparar a mistura de
anestésico, foi obtido uma
proporcéo de 0,125mL/100g

de rato
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4.2.3 Agonistas:

Para avaliar a acdo da ANG Il e ANG 1-7, essas drogas foram utilizadas
nas concentragdes de 100, 200 e 400 ng/ul. Estudo de Nakano-Tateno e cols
(2012) utilizou ANG Il na concentracdo de 200 ng. Baseado neste trabalho,

realizamos uma curva dose resposta para os dois agonistas.

4.2.4 Antagonistas:

Para avaliar a acao do antagonista dos receptores AT1 e AT2 da ANG I,
foi utilizado losartana e PD 123319, respectivamente, e dos receptores MAS da
ANG 1-7, o A-779. Determinou-se a concentracdo de losartana por meio da
curva dose resposta: 50,100 e 150 nmol/uL (ANEXO 1). Ja a concentracdo dos
outros dois farmacos foi adaptada de estudos prévios PD 123319: 30 nmol/uL

(Nakano-Tateno e cols, 2012) e A779: 3 nmol/uL ( Silva e cols, 2014).

4.3. InjecOes das drogas:

As drogas foram dissolvidas em salina e injetadas no ventriculo lateral
(VL) dos ratos em volume de 1 ul. Para tanto, foi utilizada seringa Hamilton (10
ul) conectada por meio de um tubo de polietilieno PE-10 a uma agulha injetora
que foi introduzida na direcdo do VL via a canula guia previamente fixada. A

canula injetora (0,3 mm didmetro) foi 2 mm mais longa do que a canula guia.

5. METODOS GERAIS:

5.1. Cirurgia encefélica (esteriotaxia):

Para o implante de cénula encefélica, os ratos foram anestesiados com
mistura de cetamina (80 mg/Kg de peso do rato) / Xilasina (7 mg/ Kg de peso
do rato) posicionados a um aparelho estereotaxico (Figura 4). O lambda e

bregma foram utilizados como referéncia para nivelar as cabecas dos ratos.
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Pelo bregma foram determinados os pontos de introducdo das canulas de aco
inoxidavel na cabeca do animal, assim realizou-se uma trepanacdo do 0sso do
cranio com uma broca esférica, abrindo um orificio de aproximadamente 1,5
mm de diametro. Por fim, para atingir o ventriculo lateral (VL), canulas de 10 x
0,5 mm d.i. foram orientadas de acordo com as seguintes coordenadas: 0,6
mm caudal ao bregma, 1,6 mm lateral a linha mediana e 3,8 mm abaixo da
dura-méater. As canulas foram fixadas ao cranio do rato com parafusos e resina
acrilica.

ApOs a cirurgia encefédlica, os ratos receberam uma injecao
intramuscular (0,2 ml/rato) de antibiotico e anti-inflamatério (0,1 ml/rato) e
permaneceram de recuperacdo em suas gaiolas por, pelo menos, 5 dias antes

de iniciar os experimentos (Figura 6).

Figura 4: Aparelho esteriotaxico

5.2. Protocolos experimentais:

5 dias apo0s as cirurgias encefalicas no VL, os animais foram submetidos
a uma privacdo de alimento, com agua ad libitum, por 24 horas (Figura 5).
Apbs este tempo, foi iniciado os protocolos experimentais. 15min antes de
completar 24h, houve injecdo dos agonistas ANG Il (100, 200 ou 400 ng/uL),
ANG 1-7 ng/uL (100, 200 ou 400 ng/uL), ou antagonistas: Losartana
(100nmolL/uL), PD123319 30 nmol/uL e A779 (3 nmoL/uL) (Figura 6). Cada

protocolo, foi dividido em quatro grupos, em que houve administracoes
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alternadas dos agonistas ou antagonistas e veiculo (NaCl 0,9%), com intervalo
de 48h entre eles. Sendo assim, foram realizados trés protocolos diferentes
(ANG II, ANG 1-7 e antagonistas), cada um com quatro grupos. Todos os
experimentos foram realizados no periodo da tarde (Figura 4).

A injecéo foi realizada icv (VL) com administragdo de 1 uL por meio de
uma seringa Hamilton, dos agonistas, antagonistas ou veiculo. 15 minutos
apos a administracdo do farmaco, foram oferecidos ao animal alimento
(previamente pesado) e bureta de vidro graduada contendo agua. As medidas
foram feitas nos tempos de 30, 60, 90 e 120 min. Todos os animais foram
submetidos aos trés tratamentos de cada grupo e veiculo (NaCl 0,9%),
havendo um intervalo de 48 h entre cada protocolo e a sequéncia de injecoes
icv foi aleatoria até que, no final, todos os animais receberam todos os quatro
tratamentos (Figura 7).

Ao final de cada grupo experimental, o rato foi anestesiado com mistura
de cetamina+xilasina (0,125 mL/100g de ratos) e realizado perfusdo cardiaca.
Sendo assim, houve abertura do torax para exposicdo do coracdo. No
ventriculo cardiaco esquerdo, introduziu-se uma seringa (por onde foram
injetadas as solucbes de perfusdo) e, concomitantemente, fez-se abertura do
atrio direito, para o sangue e as solucdes serem eliminadas por esta abertura.
Ap6s o bloqueio da artéria aorta abdominal, com uma pinga hemostatica,
procedeu-se a perfusdo. Para a remocdo do sangue e manutencdo da
integridade tecidual, injetou-se aproximadamente 40 ml de paraformoldeido a
4%. ApOs a retirada do encéfalo, o mesmo foi colocado em paraformoldeido a

4% até que enceéfalos fossem cortados.

Em um udltimo momento foram realizados os cortes histol6gicos, com 50
pm de espessura utilizando um microtomo criostato e montados em laminas
histol6gicas gelatinizadas. Apds a montagem dos cortes, 0s mesmos foram
analisados em microscépio 6tico comum para visualizacdo do ponto de inje¢ao
no VL.
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RATOS WISTAR

Implante no VL

|

AGONISTA: AGONISTA: ANTAGONISTAS:

ANG Il ANG 1-7 Losartana (100 nmoL/pL)
(100, 200 e 400 (100, 200 e 400 PD 123319 (30 nmoL/pL)
ng/uL) ng/uL) A779 (3 nmoL/uL)

Figura 5: Os ratos receberam um implante no VL e posteriormente
foram separados em 3 grupos: agonistas: ANG Il (100, 200 e 400 ng/uL) e ANG
1-7 (100, 200 e 400 ng/uL) e antagonistas: Losartana (100 nmolL/uL), PD
123319 ( 30 nmoL/uL) e A779 (3 nmoL/uL). A injecédo do veiculo (NaCl 0,9%)
foi usado como controle em todos os trés grupos experimentais. Os animais
foram submetidos aos trés tratamentos de cada grupo e veiculo (NaCl 0,9%),
havendo um intervalo de 48 h entre cada protocolo e a sequéncia de injecoes

icv foi aleatéria até que, no final, todos os animais receberam todos os quatro
tratamentos.
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Figura 6: Cinco dias ap6s as cirurgias encefalicas no VL, os animais

foram submetidos a uma privacdo de alimento, com agua ad libitum, por 24

horas e deu-se inicio 0s protocolos experimentais.
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Figura 7. ApoOs a divisdo dos grupos, os ratos foram colocados em

restricdo de alimento, agua ad libitum, 24horas antes de iniciar os protocolos
experimentais. 15 min antes de completar as 24 horas, foi injetada no VL
veiculo (1 pl) e ANG Il (100, 200 e 400 ng/uL) ou ANG 1-7 (100, 200 e 400
ng/uL) ou os antagonistas: Losartana (100 nmoL/uL), PD 123319 (30 nmoL/uL)
e A779 (3 nmoL/uL). 15 minutos apos a administracdo do farmaco, alimento e
agua foram oferecidos aos animais e as medidas de ingestédo foram feitas nos
tempos de 30, 60, 90 e 120 min.

5.3. Anédlise estatistica

Para a andlise estatistica dos resultados foi utiizada ANOVA de duas
vias (para a comparacao entre os efeitos da ANG Il e ANG 1-7) ou ANOVA de
duas vias com medidas repetidas (para todos os demais grupos), seguida do
teste Student Newman Keuls. As varidveis analisadas foram tratamento e
tempo. O software usado para a confeccdo dos graficos foi o Sigma Plot 10.0
(Systat Software, Inc. Sigma Plot for Windows), e para as analises estatisticas
foi o Sigma Stat 3.5 (Systat Software, Inc. Sigma Stat for Windows). O nivel de
significancia foi fixado previamente em 5% (p < 0,05) e os resultados expressos

como média acompanhada do respectivo erro padrdao da média (M + EPM).
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6. RESULTADOS

6.1. Andlise histoldgica

A figura 8 apresenta corte histolégico mostrando o ponto de injecdo no

ventriculo lateral (VL).

Figura 8: Fotomicrografia de um corte histolégico do cérebro de um animal,

indicando (seta) o local de injecéo no ventriculo lateral (VL).
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6.2. Injecao icv de ANG I

6.2.1 Ingestdo cumulativa de alimento e agua apos injecédo icv de ANG Il em

ratos privados de alimento por 24 h.

ANG Il 400 ng/uL injetada no VL, apresentou uma diminuicdo na ingestao de
alimento comparado ao grupo controle e ANG Il 100 e 200 ng/uL nos tempos
de 90 e 120 minutos. Ja em relacéo a ingestdo de agua, as concentracdes de
ANG 1l 200 e 400 ng/uL aumentaram a ingestdo de agua quando comparadas
ao grupo controle nos tempos de 90 e 120 minutos. Porém, somente ANG I

400 ng/uL foi diferente do grupo controle nos primeiros 30 minutos (Figura 9).
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— Salina — ANG Il 200 ng/pL
—— ANG 11100 ng/uL —— ANG I1 400 ng/uL

* Diferente de salina
* Diferente de ANG Il 100 ng/puL

* Diferente de ANG Il 200 ng/pL
(n=5)

A) 104

Ingestao alimento cumulativa (g)

min

B)

Ingestao hidrica cumulativo (mL)

30 60 90 120 Mmin

Figura 9: Ingestdo cumulativa de alimento (g) e 4gua (mL) apds injecédo icv de

ANG Il 100, 200 e 400 ng/ul ou salina (1ul) em ratos 24 h privados de alimento.

As medidas de ingestado foram feitas nos tempos de 30, 60, 90 e 120 min. Os

resultados foram expressos em média + EPM; n=5.
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6.2.2. Ingestdo de alimento e &gua, medida nos intervalos de tempo, apds
injecao icv de ANG Il em ratos privados de alimento por 24 h.

O tratamento com ANG Il 400 ng/uL, injetada icv, apresentou uma diminuicéo
na ingestao de alimento comparado ao grupo controle e ANG Il 100 ng/uL para
o primeiro periodo de medida (0-30 min). Ao analisar a ingestdo de &agua,
observa-se que todas as concentracbes de ANG Il (100, 200 e 400 ng/uL)
aumentaram a ingestdo de agua no primeiro periodo de medida (0-30min)

comparado ao grupo controle. (Figura 10).
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— Salina — ANG I 200 ng/pL
—— ANG 11 100 ng/uL. —— ANG Il 400 ng/pL
* Diferente de salina
* Diferente de ANG Il 100 ng/uL
* Diferente de ANG Il 200 ng/pL
A) (n=5)
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Ingestao alimento (g)
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Ingestao hidrica (mL)

0-30 30-60 60-90 90-120 Min

Figura 10: Ingestbes de alimento (g) e dgua (mL) medidas nos intervalos de
tempo apos injecao icv de ANG 11 100, 200 e 400 ng/ul ou salina (1 ul) em ratos
24 h privados de alimento. As medidas de ingestao foram feitas nos intervalos
de 0-30, 30-60, 60-90 e 90-120 min. Os resultados foram expressos em média
+ EPM; n=5.
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6.3 Injecdo icv de ANG 1-7:

6.3.1. Ingestdo cumulativa de alimento e agua apos injecéo icv de ANG 1-7 em
ratos privados de alimento por 24 h

ANG 1-7 400 ng/uL injetada no VL, apresentou uma diminui¢do na ingestao de
alimento comparado ao grupo controle e ANG 1-7 100 ng/uL no tempo de 120
minutos. Quando analisada a ingestéo hidrica, o tratamento ANG 1-7 400 ng/uL
diminuiu a ingestado de agua no tempo de 120 minutos em relacdo somente ao

grupo controle (Figura 11).
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—— Salina —— ANG 1-7 200 ng/uL
—— ANG 1-7 100 ng/uL —— ANG 1-7 400 ng/pL

* Diferente de salina
* Diferente de ANG 1-7 100 ng/pL

* Diferente de ANG 1-7 200 ng/pL
(n=23)

)
S

A)

Ingestao de alimento cumulativa (g
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—~ 14-
B)

|
e

 —
e

Ingestao hidrica cumulativa (mL

30 60 90 120 Mmin

Figura 11: Ingestdo cumulativa de alimento (g) e agua (mL) apds injecéo icv de
ANG 1-7 100, 200 e 400 ng/ul ou salina (1 ul) em ratos 24 h privados de
alimento. As medidas de ingestéo foram feitas nos tempos de 30, 60, 90 e 120

min. Os resultados foram expressos em média + EPM; n= 5.
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6.3.2. Ingestdo de alimento e agua, medida nos intervalos de tempo, apos

injecdo icv de ANG 1-7, em ratos 24 h privados de alimento.

O tratamento com ANG 1-7 400 ng/uL, injetada icv no VL, apresentou uma
diminuicdo na ingestdo de alimento comparado a ANG Il 100 ng/uL no periodo
de medig&o (0-30min). Ao analisar a ingestdo de 4gua, todos os tratamentos de
ANG 1-7 (100, 200 e 400 ng/uL) foram diferentes do grupo controle no segundo
periodo de medicao (30-60 min), (Figura 12).
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—— Salina —— ANG 1-7 200 ng/uL
—— ANG 1-7 100 ng/uL. —— ANG 1-7 400 ng/uL

* Diferente de salina
* Diferente de ANG 1-7 100 ng/pL

* Diferente de ANG 1-7 200 ng/pL
(n=19)

A)

Ingestéo alimento (g)
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Figura 12: Ingestbes de alimento (g) e agua (mL) medidas nos intervalos de
tempo apos injecao icv de ANG 1-7 100, 200 e 400 ng/ul ou salina (1 pl) em
ratos 24 h privados de alimento. As medidas de ingestdo foram feitas nos
intervalos de 0-30, 30-60, 60-90 e 90-120 min. Os resultados foram expressos

em média + EPM; n=5.
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6.4 Comparacdo entre os efeitos centrais da ANG Il e ANG 1-7 em ratos

privados de alimento

6.4.1 Comparacao entre os efeitos centrais da ANG Il e ANG 1-7 na ingestéo

de alimento e 4gua em ratos privados de alimento por 24 h.

Ao fazer uma comparacao dos tratamentos ANG 1l 400 ng/uL e ANG 1-7
400 ng/ulL, observa-se que nos tempos de 60, 90 e 120 minutos, os dois grupos
diminuiram a ingestdo de alimento em relacdo ao grupo controle e ndo foram
diferentes entre si. Ao analisar a ingestdo hidrica, observa-se que somente a
ANG 11 400 ng/uL apresentou um aumento da ingestédo hidrica, comparado ao
grupo controle e ANG 1-7 400 ng/uL, para todos os tempos de medida (30, 60,
90 e 120 min), (Figura 13).

44
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Figura 13: Ingestdo cumulativa de alimento (g) e agua (mL) apos injecédo icv de
ANG 1l e ANG 1-7 400 ng/ul ou salina (1 pl) em ratos 24 h privados de
alimento. As medidas de ingestdo foram feitas nos tempos de 30, 60, 90 e 120
min. Os resultados foram expressos em media + EPM; Salina n= 10, ANG Il e
ANG 1-7 n=5.
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6.4.2 Ingestdo de alimento e agua, medida nos intervalos de tempo, apos

injecdo icv de ANG Il e ANG 1-7, em ratos 24 h privados de alimento.

Ao fazer uma comparacao dos tratamentos ANG Il 400 ng/uL e ANG 1-7
400 ng/uL pelos periodos de medida, observa-se que nos dois tratamentos 0s
animais ingeriram menos alimento somente no primeiro periodo de medida (0-
30 min), comparado ao grupo controle. Ja em relacdo a ingestdo hidrica, os
animais tratados com ANG Il ingeriram mais agua quando comparados ao
grupo controle e ANG 1-7, também no primeiro periodo de medida (0-30min).
Para ANG Il 400 ng/uL, o rato bebeu agua e comeu mais no primeiro periodo
de medida (0-30 min). J& em relacdo a ANG 1-7 400 ng/uL, o rato ndo bebeu
mais agua em relacdo ao grupo controle, ou seja, ela ndo estimulou a sede,
mas em relagédo ao alimento, assim como a ANG Il 400 ng/uL, promoveu uma
diminuicdo na ingestao de alimento. Esses dados sugerem que ANG Il e ANG

1-7 (400 ng/uL) promoveram um efeito anoréxico (Figura 14).
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Figura 14: Ingestbes de alimento (g) e 4gua (mL) medidas nos intervalos de
tempo apos injecdo icv de ANG Il e ANG 1-7 400 ng/ul ou salina (1 ul) em ratos
24 h privados de alimento. As medidas de ingestdo foram feitas nos intervalos
de 0-30, 30-60, 60-90 e 90-120 min. Os resultados foram expressos em media
+ EPM; Salina n=10, ANG Il e ANG 1-7 n=5.
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6.5 Injecdo icv de Losartana, PD 123319 e A779:

6.5.1. Ingestdo cumulativa de alimento e agua ap0s injecao icv de Losartana,
PD 123319 e A779, em ratos 24 h privados de alimento.

Losartana 100 nmoL/uL, injetada no VL, reduziu a ingestao de alimento quando
comparada ao grupo controle e A779 3 nmoL/uL para o tempo de 120 minutos.
Ja em relacdo a ingestdo hidrica, os tratamentos com antagonistas de
receptores AT1 e AT2, Losartana (100 nmoL/uL) e PD 123319 (30 nmoL/uL),
respectivamente, diminuiram a ingestdo de agua comparado ao grupo controle
e A779 3 nmoL/uL (antagonista de receptor MAS) para os tempos de medida
de 90 e 120 minutos. Porém, somente Losartana foi diferente do grupo controle

e A779 3 nmoL/uL para o tempo de 60 minutos (Figura 15).
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Figura 15: Ingestdo cumulativa de alimento (g) e agua (mL) apos injecao icv de
Losartana (100 nmoL/ul), PD 123319 (30 nmoL/ul), A779 (3 nmoL/ul) ou salina
(1 ul) em ratos 24 h privados de alimento. As medidas de ingestéo foram feitas
nos tempos de 30, 60, 90 e 120 min. Os resultados foram expressos em média
+ EPM; n=4.
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6.5.2. Ingestdo de alimento e agua, medida nos intervalos de tempo, apos
injecdo icv de Losartana, PD 123319 e A779, em ratos 24 h privados de

alimento.

Em relacdo a analise por tempo de medicao, pode-se observar que os animais
do grupo controle, Losartana 100 nmolL/uL e PD 123319 30 nmol/uL,
antagonistas dos receptores AT1 e AT2, respectivamente, ingeriram menos
alimento quando comparados aos animais tratados com A779 3 nmol/uL,
antagonista de receptores MAS, no periodo de 30-60 minutos. J& em relacéo a
ingestdo hidrica, observa-se que com Losartana 100 nmolL/uL os animais
beberam menos agua quando comparados ao grupo controle para os periodos
0-30 e 30-60 minutos e do tratamento com A779 3 nmoL/uL para o intervalo de
30- 60 minutos. PD 123319 30 nmoL/uL reduziu a ingestdo de agua quando
comparado ao tratamento com A779 3 nmoL/uL, nos periodos de 30-60 e 60-

90 minutos.
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— Salina —— PD 123319 30 nmoL/uL
—— Losartana 100 nmol/uL —— A779 3 nmoL/uL

* Diferente de salina
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Figura 15: Ingestbes de alimento (g) e 4gua (mL) medidas nos intervalos de
tempo apos injecdo icv de Losartana (100 nmoL/uL), PD 123319 (30 nmoL/uL),
A779 (3 nmoL/uL) ou salina (1 pl) em ratos 24 h privados de alimento. As
medidas de ingestéo foram feitas nos intervalos de 0-30, 30-60, 60-90 e 90-120

min. Os resultados foram expressos em média + EPM; n= 4.
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7. DISCUSSAO:

Os resultados mostraram que ANG Il microinjetada no VL promoveu um
efeito anoréxico quando administrada na concentracdo de 400 ng/uL. Ja em
relacdo a ingestao hidrica, tratamento com ANG Il 200 e 400 ng/uL foi capaz de
aumentar a ingestdo de agua que acompanha a ingestdo de alimento quando
comparada ao grupo controle. Assim sendo, neste estudo, a dose efetiva da
ANG II, em relagdo a ingestao alimentar e de 4gua, foi 400 ng/uL.

Os resultados estdo de acordo com dados da literatura, que mostram
tanto uma potente acdo dispsogénica, quanto anoréxica, da ANG I
(Fitzsimons, 1998; Formenti e Colombari, 2011; Porter e cols, 2003; Porter e
Potratz, 2004; Nakano-Tateno e cols, 2012; Yoshida e cols, 2012). Os efeitos
da ANG Il (efeito anoréxico e sede) foram evidentes para o primeiro intervalo
de medida (0-30 min). Uma vez que o animal ou estd bebendo &gua ou
ingerindo alimento, seria possivel, que a reducdo da ingestdo de alimento
promovida pela ANG Il fosse uma consequéncia da sede desencadeada pela
mesma. Estudo de Porter e Potratz (2004) mostrou que a infusdo icv de ANG Il
em um grupo de animais com alimento e agua ad libitum, promoveu perda de
peso, gasto energético e ingestado alimentar parecida com a do grupo que tinha
alimento ad libitum, mas agua limitada, sugerindo que a diminui¢do da ingestéo
alimentar apds injecdo de ANG Il no VL ndo estava associada ao aumento da
ingestdo de agua. Assim, seria possivel que o mesmo estivesse acontecendo
nos animais privados de alimento, sendo que a reducdo da ingestdo de
alimento seria independente do aumento da ingestdo de agua. Todavia para se
confirmar esta possibilidade de que a ingestdo de agua ndo esté interferindo na
ingestao de alimento seriam necessarios outros experimentos.

A maioria dos estudos para verificar o efeito da ANG Il no controle da
ingestédo alimentar foram tratamentos crénicos, tentando observar a ingestao
diaria (Nakano-Tateno e cols, 2012; Yoshida e cols, 2012), sendo que este
estudo traz um protocolo diferenciado, em que os ratos foram privados de
alimento, ou seja, um protocolo no qual a fome foi estimulada. Este protocolo,
assim como no de ingestédo diaria, mostrou que a ANG Il promove um efeito

anoréxico para ingestéo alimentar, quando injetada no VL.
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Diferente da ANG II, o tratamento com ANG 1-7, ndo foi capaz aumentar
a ingestdo de agua. Este dado condiz com a literatura, a qual mostra que a
ANG 1-7 ndo induz a sede, nem o apetite ao sédio (Mahon e cols, 1995;
Santos e cols., 1994; Silva e cols., 1998). JA em relacdo ao comportamento
alimentar, até onde sabemos, a literatura ndo traz a acdo da ANG 1-7 na
ingestdo de alimento. Os resultados obtidos mostraram que a ANG 1-7 na
concentracdo de 400 ng/uL, injetada no VL, promoveu um efeito anoréxico de
mesma intensidade que a ANG II, porém houve reducdo e ndo aumento da
ingestdo de agua que acompanha a ingestdo de alimento. Oh e cols (2012)
sugerem um possivel envolvimento da ANG 1-7, atuando em receptores MAS,
na perda de peso induzida pelo tratamento com captopril, 0 que considerando
0os resultados apresentados, poderia em parte ser decorrente do efeito
anoréxico da ANG 1-7. Quanto a ingestdo de agua, haveria duas hipoteses
possiveis: a reducdo da ingestdo de agua seria uma consequéncia da reducao
da ingestéo de alimento; ou poderia ser um efeito direto da ANG 1-7 em inibir a
ingestdo de 4gua, o que colaboraria com o fato dela ndo ser capaz de induzir a
sede (Mahon e cols, 1995), pois talvez ela fosse necesséria, participasse das
vias neurais, em situacfes em que este comportamento ingestivo (sede) fosse

ativado, com o objetivo de limita-lo.

Ao fazer uma comparacdo dos agonistas ANG Il e ANG 1-7 na
concentracédo de 400 ng/uL observou-se que ambos foram capazes de reduzir
a ingestdo de alimento, sem diferencas entre eles. Todavia em relacdo a
ingestdo de agua, enquanto ANG Il estimulou, a ANG 1-7 reduziu esta
ingestdo. Portanto, ora esses peptideos apresentam efeitos contrarios e ora
similares. Embora ambos tenham sidos administrados no VL, e provavelmente
atingiram as mesmas areas periventriculares, seria possivel que as
vias/circuitos neurais ativados ou inibidos por eles, fossem semelhantes
quando o objetivo é limitar a ingestdo de alimento (sensacédo de saciedade),

mas fossem diferentes quando o intuito € controlar a ingestao de agua.

Estudo de Yoshida e cols (2012) mostraram que administracdo sistémica

ou icv de ANG Il reduz a expressao dos neuropeptidios orexigenos (NPY e
orexina) no hipotalamo. Em camundongos knockout para o receptor AT1,
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observou-se que eles eram hiperfagicos e apresentavam menor expressao do
neuropeptidio anorexigeno CRH (horménio liberador de corticotrofina)
(Yamamoto e cols, 2011) assim sendo, seria possivel que ao injetar ANG 1-7
no VL, ela tivesse um efeito similar, e ao reduzir a expressao de substancias
orexigenas ou aumentar a expressao das anorexigenas, diminuiria a ingestéao

de alimento.

Ao analisar o efeito dos antagonistas de receptores AT1 (Losartana) e
receptores AT2 (PD 123319) da ANG Il e o antagonista de receptores MAS
(receptor da ANG 1-7) observou-se que o tratamento com A779 e PD123319
nao afetaram a ingestdo de alimento, enquanto o tratamento com losartana
reduziu a ingestao alimento quando comparados ao grupo controle. Em relacao
a ingestdo de agua, tanto PD 123319 quanto losartana reduziram a ingestao de

agua que acompanha a ingestéao de alimento.

Considerando os resultados da ANG 1-7 que reduziu a ingestao de
alimento, seria esperado que o tratamento com A779 aumentasse ou nao
alterasse a ingestdo de alimento. A concentracdo de A779 utilizada foi uma
concentracdo capaz de inibir a ingestdo de agua induzida por desidratacédo
intracelular (Silva e cols, 2014), porém como observado, ndo afetou nem a

ingestdo de agua nem a de alimento induzida por privagao.

Quanto aos receptores AT2 ja foi demonstrada sua participacdo na
regulacdo da ingestdo alimentar e na sede. Estudos jA demostraram que a
administracd@o icv de um agonista AT2 exerce um efeito hipofagico (Yoshikawa
e cols, 2012) e em animais knockout para receptores AT2 nao foi observado o
efeito hipofagico da ANG Il (Ohinata, 2008). Além disso, Nakano-Tateno e cols
(2012) mostraram que o prévio tratamento com PD 123319 (antagonista dos
receptores AT2) aboliu a reducédo da ingestao alimentar promovida pela ANG I
injetada no VL. Nos presentes resultados, o bloqueio dos receptores AT2 (PD
123319) néo interferiu na ingestdo de alimento, embora tenha sido capaz de
reduzir a ingestdo de agua. Nakano-Tateno (2012) mostraram que o tratamento
com PD 123319 aboliu o efeito da ANG Il em relagédo a ingestdo de agua que

acompanha a ingestdo de alimento. Além disso, a participacdo dos receptores
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AT2 na ingestdo de agua ja foi observada em outros estudos (Saad e
Camargo, 2003; Camara e Osborn, 2001).

Quanto a losartana, estudos com camundongo knockout para o receptor
AT1 mostraram que os animais ficaram hiperfagicos e a reducdo da ingestao
alimentar desencadeada pela administracdo de ANG Il icv foi atenuada
(Yamamoto e cols, 2011; Ohinata e cols, 2008). Ademais, 0 pré-tratamento
com losartana aboliu o efeito hipofagico da ANG Il (Nakano-Tateno, 2012).
Assim seria esperado que a losartana ou aumentasse a ingestao de alimento
ou nao interferisse na mesma. Todavia, o resultado observado foi que a
losartana teve um efeito similar a do seu agonista (ANG Il), uma reducéo da
ingestdo de alimento. E importante ressaltar que a concentracdo de losartana
utilizada foi aproximadamente 250 vezes maior do que a de ANG Il (~0,4
nmol/1 pL x losartana: 100 nmol/1 ulL), o que poderia estar contribuindo para
uma acdo inespecifica da mesma. Estudos ja demonstraram um efeito
hipofagico por parte dos antagonistas de receptores AT1. Tratamento com
telmisartana (antagonista de receptor AT1) combinado com uma dieta com alto
teor de gordura reduziu a ingestédo de alimento e o peso corporal em relagdo ao
grupo controle (Auberta e cols 2010; Noma e cols, 2011). Auberta e cols (2010)
demonstraram ainda que o efeito anorexigénico da telmisartana era
independente do receptor AT1. Além disso, ja foi demonstrado um efeito
hipofagico de outros antagonistas AT1, como a candesartana e irbesartana
(Muller-Fielitz e cols, 2011; Voight e cols, 2007). Segundo Muller-Fielitz e cols
(2011) a hipofagia observada nédo seria uma a¢ao geral dos blogueadores AT1
uma vez gque este efeito so foi observado apés a administracdo de altas doses
do mesmo (candesartana), mas nao apos a administracao de doses normais ou
moderadamente acima do normal. Benson e cols (2004) demonstraram, in
vitro, uma atividade agonista do receptor y ativado pelo proliferador de
peroxissomo (PPAR), da telmisartana que seria independente do receptor AT1.
Portanto, seria possivel, que o efeito anorexigeno observado por estes
antagonistas de receptores AT1, ndo seja via AT1l. Todavia, a reducédo da
ingestdo de agua, € um efeito classico do bloqueio dos receptores AT1. A
ingestao de agua produzida pela injecéo icv de solucéo hipertdnica de NaCl ou
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privacdo hidrica foi reduzida ou abolida quando estudada em animais tratados
com injecdo icv de losartana (antagonista dos receptores ATi da ANG ll)
(Fitzsimons, 1980; Fitzsimons, 1981; Blair-West e cols., 1994; Weisinger e
cols., 1996; Fitzsimons, 1998; Findlay, 1996; Saad e Camargo, 2003; Camara e
Osborn, 2001). Em trabalho associando ingestdo de alimento e de agua
(periodo escuro do ciclo claro-escuro) Nakano-Tateno e cols (2012) mostraram
gue camundongos tratados com ANG Il apresentaram um aumento na ingestéo
de agua na primeira hora pos injecéo icv e uma reducdo entre a sétima e nona
horas, sendo que a losartana inibiu apenas o efeito facilitador da ANG Il sobre
a ingestdo de dgua. Em outras palavras, a reducao da ingestdo de agua que
acompanha a ingestao de alimento nos animais privados, era um resultado

esperado.

Em resumo, os resultados mostraram um potente efeito hipofagico da
ANG Il e ANG 1-7 com efeitos opostos na ingestdo de adgua que acompanha a
ingestao de alimento. Todavia, novos experimentos deverdo ser feitos para se
confirmar a inabilidade dos antagonistas em aumentar a ingestdo de alimento,

como, por exemplo, a interacdo entre 0s agonistas e antagonistas.
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8. CONCLUSAO:

ANG Il e ANG 1-7, atuando nas areas periventriculares prosencefalicas,

apresentam um efeito hipofagico em ratos privados de alimentos por 24h.
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10. ANEXO:

ANEXO 1: Ingestdo cumulativa de alimento (g) e &gua (mL) apds injecao icv

de losartana 50, 100 e 150 nmoL/1uL ou salina (1 ul) em ratos 24 h privados de

alimento.
Tratamento/tempo 30° 60” 90" 120°
ALIMENTO
Salina 4,6+0,2 6,8+0,3 7,6+0,2 7,6+0,2
Losartana 50 4,1+0,3 5,6+0,7 6,6+0,9 6,6+0,9
Losartana 100 4,2+0,6 5,4+0,3 5,5+0,3* 5,5+0,3*
Losartana 150 3,8+0,6 4,8+0,7 4,8+0,7* 4,8+0,7*
AGUA

Salina 1,6+1,0 4,7+1,5 5,7£2,0 6,2+2,2
Losartana 50 1,5+0,9 3,3+1,7 4,9+1,7 6,0+2,5
Losartana 100 2,0+1,2 2,6x£1,5 2,6x£1,5 2,6+1,5
Losartana 150*" 0,04+0,02 0,3+0,3 0,3+0,3 0,9+0,5

As medidas de ingestdo foram feitas nos tempos de 30, 60, 90 e 120 min. Os
resultados foram expressos em média + EPM; n= 5; * diferente de salina; *

diferente de losartana 50 nmol.
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