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“Nao ha nada de bom nem mau a néo ser estas duas coisas: a sabedoria que é

um bem e a ignorancia que € um mal”.
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RESUMO

Introducao: Diversos estudos evidenciaram a acdo de neuropeptideos no
comportamento alimentar e selecao de macronutrientes a serem ingeridos para
a homeostasia energética. Essas acdes envolvem complexas conexdes de
diversas areas do sistema nervoso central (SNC). A somatostatina (SST) é um
neuropeptideo cuja acdo nos comportamentos ingestivos ainda é pouco
estudada, porém, nos relatos existentes, ha efeitos contraditérios sobre o
comportamento alimentar em ratos.

Objetivos: Estudar o efeito da microinjecdo intracerobroventricular (icv) de
SST nos comportamentos apetitivo e consumatério alimentar de ratos no
modelo de acesso a dieta de selecdo de macronutrientes isolados (com
composicao preferencial glicidica, proteica ou lipidica).

Material e Método: O desenho experimental envolveu 16 dias sequenciais
para cada grupo experimental, em projeto aprovado pelo CEUA/UFCSPA
(protocolo n° 066/11). Ratos Wistar adultos machos, inicialmente mantidos em
condi¢des padrao de biotério, compuseram aleatoriamente os seguintes grupos
experimentais (n = 8 em cada grupo): controle geral submetido a procedimento
“sham” para microinjecdo icv, animais microinjetados com liquido
cefalorraquidiano artificial (aCSF, 5 pl) ou com SST (nas doses de 1 ug e 10
Hg/5 ul). Todos os animais foram colocados isoladamente em gaiolas
metabdlicas e a adaptacdo adequada dos ratos a cada nova condicao
experimental foi avaliada ao longo de todo o estudo. Foram registrados os
resultados do consumo alimentar tanto de dieta padrdo quanto das dietas de

selecdo de macronutrientes. As microinjecdes ocorreram no Ultimo dia
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experimental e, como teste para os grupos experimentais, 0 comportamento
alimentar foi analisado durante 2 horas de livre acesso as dietas seletivas, apos
periodo de jejum forcado. Os comportamentos apetitivos analisados foram o de
busca pelos potes contendo alimento e o numero de vezes que o animal
procurou comer qualquer uma das dietas. O consumo alimentar foi avaliado
pelo peso (em gramas) efetivamente ingerido de cada dieta seletiva. Os dados
foram analisados com comparagdes “intragrupo” e entre 0s grupos
experimentais e o nivel de significancia estatistica foi estabelecido em p < 0,05.
Resultados: Em todos o0s grupos experimentais, ratos preferiram ingerir dieta
hiperglicidica. A microinjegdo de ambas as doses de SST aumentou a
ocorréncia dos comportamentos apetitivos em relagcdo aos grupos controle,
mas nao promoveu maior consumo da dieta hiperglicidica.

Conclusao: No presente modelo experimental em ratos, SST por via icv gerou
aumento da procura por alimento, mas ndo a ingestdo de dieta seletiva de
macronutrientes isolados, 0 que indica ser este peptideo um neuromodulador
do comportamento alimentar mais do que uma substancia crucial para sua

ocorréncia.
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ABSTRACT

The central control of feeding behavior in rats involves different
neuropeptides with orexigenic and anorexigenic modulatory actions. Here, it
was studied the effects of intracerebroventricular (icv) microinjection of
somatostatin on the appetitive and consummatory ingestive behaviors of rats
under the paradigm of the self-selection macronutrient isolated diets [high-
carbohydrate (high-CHO), high-protein and high-lipid food pellets]. Adult male
rats were submitted to a sham procedure (n=8) or received icv microinjections
of artificial cerebrospinal fluid (aCSF; 5uL, n=8) or somatostatin (1ug and
10ug/5uL, n=10 and 8, respectively). Control and test data were obtained after
a fasting protocol. Feeding behavior was evaluated along a 2-hr test period of
free access to the selective diets. Rats in all groups adapted well to the
experimental condition and preferred the high-CHO diet. Animals from the sham
and aCSF groups showed similar results. Interestingly, both doses of
somatostatin increased appetitive behaviors but there was a high variability in
the basal consumption of the high-CHO diet that precluded further comparisons
of the somatostatin effects with those from the control groups. When testing
“within- groups” effects, both doses of somatostatin did not induce significant
changes neither in consummatory feeding behavior. These data impose new
and relevant methodological improvements for the evaluation of feeding
responses in rats, notably on the use of “within-groups” comparisons, and
evidence effects of central somatostatin as a neuromodulator of the appetitive

display in the present behavioral model.
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1. Introducao

O equilibrio energético de um organismo animal, processo conhecido
como homeostase energética, busca promover a estabilidade entre ingestao
alimentar e gasto metabdlico, incluindo-se as reservas de energia corporal, € é
influenciado por fatores diversos como os genéticos, ambientais, de controle
neuroenddcrinos e emocionais. A ingestao alimentar e o gasto energético sao
controlados por um sistema neural envolvido com milhares de genes que
refletem sua importancia biolégica (Lenard e Berthoud, 2008). O sistema
nervoso central (SNC) integra informagdes sobre diferentes aspectos do
comportamento  alimentar com  sinais diretos e indiretos  por
neurotransmissores/ neuromoduladores e hormdnios relativos a fome,
saciedade e niveis de estoque de energia na forma de tecido adiposo (Cota et
al., 2003).

A maioria dos estudos iniciais referentes a atuacao do SNC no
comportamento alimentar demonstrou a regulacdo exercida pelos diversos
nacleos do hipotdlamo (Hetherington e Ranson, 1940; Brobeck, 1946;
Valenstein e Mittleman, 1984). As &reas hipotalamicas envolvidas com
comportamentos ingestivos e o balango energético estabelecem conexdes que
permitem a troca de informacdes entre a disponibilidade de nutrientes, os
diversos neurotrasmissores € neuropeptideos presentes nas regides
hipotalamicas com o controle do comportamento alimentar e horménios que
atuam nesses locais (Abizaid 2006). Neste sentido, lesbes na area
hipotalamica médio-basal, particularmente no nudcleo hipotalamico ventromedial

(VMH), provocaram um aumento na ingestdo alimentar e foram associados
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com desenvolvimento de obesidade e resisténcia insulinica, enquanto lesbes
na area hipotalamica lateral (LH) foram associadas com anorexia em diferentes
espécies (Heterington e Ranson, 1940; Heterington e Ranson, 1942; Brobeck
1946; Valenstein et al.,1968; Valenstein e Mittleman, 1984). A estimulacao
elétrica dessas regides apresentava efeitos opostos, no VMH resultava em
diminuicdo do comportamento alimentar, enquanto a estimulacdo do LH
apresentava efeito orexigénico (Valenstein et al.,, 1968; Valenstein e Mittleman,
1984; York, 1999). Por sua vez, o nucleo arqueado (ARC) desempenha papel
integrador na regulacdo da ingestdao de alimento e projeta eferéncias para
outros nucleos hipotalamicos, como o paraventricular (PVN) e o VMH
demonstrando que a acao hipotaldmica sobre a homeostase e ingestao
alimentar nao esta resumida somente ao LH e ao VMH (Schwatz et al., 2000;
Berthoud, 2004; Stanley, 2005). E interessante que esses nlcleos se
encontram nas proximidades do terceiro ventriculo e podem ser estimulados,
diretamente ou indiretamente, por substancias microinjetadas nos ventriculos
laterais.

Estudos adicionais demonstraram que existem outros nucleos
encefalicos capazes de modular o comportamento alimentar em ratos
(Galaverna et al.,1993; King et al., 1998; Huang et al.,2003). E o caso do
envolvimento dos nucleos da amigdala na regulacdo homeostatica energética e
no comportamento alimentar com preferéncia por determinados
macronutrientes (King et al, 1998; Rosa et al, 2010). De fato, estudos
realizados na década de 1950 ja apontavam os nucleos amigdalianos como
envolvidos no comportamento alimentar (Grossman, 1963) e a existéncia de

conexao entre as areas lateral e medial da amigdala com o hipotalamo foi
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postulada a seguir (Fonberg, 1977), incluindo-se a possibilidade de relagéao
entre a regulacao da alimentagdo e comportamento emocional (Carlini et al.,
2004). Aqui também ¢é possivel que microinje¢gées intracerebroventriculares
venham a modificar o funcionamento de nucleos amigdalianos e modular a
ocorréncia de comportamentos apetitivos e consumatérios alimentares em
ratos.

O aprimoramento da metodologia de estudo do comportamento
alimentar conduziu a utilizacao de dietas de selecao, onde macronutrientes sao
oferecidos isoladamente, possibilitando monitorar as preferéncias e as
quantidades consumidas por ratos em laboratério e, desta forma, avancgar na
compreensao dos fatores que regem a procura, a escolha e o consumo de
dietas especificas (Anderson, 1981; Blundell, 1983, Kanarek, 1985; Tordoff,
2001). Por exemplo, o comportamento alimentar e a selecado dietética podem
ser influenciados por varios neuropeptideos e inibidores metabdlicos. Esses
neuropeptideos atuam como potentes inibidores ou estimuladores da
alimentacao, e por vezes determinando apetites especificos com preferéncias
alimentares. Assim, o neuropeptideo Y (NPY) (Zarjeveski et al., 1993; Peters
et al,, 2007), o b-mercaptoacetato e a 2-deoxi-D-glicose promovem uma
preferéncia pela ingestdo de carboidratos (Kanarek et al,1983; Bray et
al.,1996). A preferéncia por uma dieta hiperlipidica é estimulada pelos
receptores opioides do tipo Kappa (Shor-Posner et al., 1986; Ookuma et al.,
1997) enquanto que a bombesina, (neuropeptideo B) apresenta nitida acao
anorexigénica (Lopez et al., 2007).

No presente estudo, deter-nos-emos na somatostatina (SST), peptideo

que parece exercer efeitos contraditérios sobre o comportamento alimentar
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(Feifel e Vaccarino, 1990). A SST é largamente distribuida em todo o corpo,
sendo um importante regulador enddcrino hipotalamico-hipofisario e modular
do funcionamento sinaptico ao longo do SNC (Pietro et al., 2010). Ela pode
interagir com cinco receptores, denominados sst1-5 (Stengel et al.,, 2010), e
esta largamente distribuida no cértex cerebral e em estruturas limbicas onde,
no hipotadlamo, é predominantemente expressa no PVN e, de forma menos
intensa, no ARC e VMH (Finley et al, 1981; Moga et al, 1985). SST
microinjetada no PVN altera aspectos importantes do balango energético. Em
altas doses (5 ug), SST produz uma diminuicdo rapida do gasto energético e
diminuicdo do consumo alimentar; enquanto que em doses baixas (0,05 ug),
aumenta esse consumo. De acordo com Atrens (1993), SST microinjetada no
PVN promove a utilizacdo preferencial de lipidios e uma economia de
carboidratos no metabolismo geral (Atrens et al., 1993). Ja a administracao de
SST (0,5 -1,5 pg) no hipotalamo lateral (LH) causou redugdo no consumo
alimentar e notavel anorexia em ratos (Lim et al., 1987). Ademais, mudancas
no comportamento alimentar foram observadas quando SST foi administrada
por via intracerebroventricular (icv) (Aponte et al., 1984). Nao obstante, em
ratos com acesso livre a dieta completa padréo, resultados inconsistentes e
bifasicos foram obtidos, incluindo-se comportamentos orexigénicos e
anorexigénicos (Rezek et al., 1976; Aponte et al., 1984; Tachibana et al., 2009).
Essas diferencas muito bem podem estar relacionadas com as doses de SST
utilizadas (a estimulacdo da ingestdo era produzida a partir de baixas doses
enquanto inibicdo se seguia depois de altas doses) em ratos (Feifel e
Vaccarino, 1993). Uma das hipdéteses adicionais é de que altas doses

microinjetadas por via icv alcangam a circulacdo e podem estar relacionadas
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com a diminuicdo da grelina, hormonio orexigénico, e consequente diminuicao
do consumo alimentar (Silva AP et al, 2005). Mais ainda, mudang¢as no
comportamento locomotor, como a ocorréncia de movimentos de rotacdo do
corpo e de autolimpeza excessiva, também podem interferir no comportamento
alimentar (Stengel et al., 2013).

A presente dissertacdo busca avancar o conhecimento sobre a
regulacdao do comportamento alimentar e contribuir para que se possa avancar
no entendimento das acdes da SST no comportamento alimentar. Para tanto,
SST sera microinjetada por via icv e ratos serdo testados no modelo que
permite escolha de dietas com macronutrientes isolados (glicidios, proteinas e
lipidios). O avango no conhecimento dos mecanismos que controlam o
comportamento alimentar é imprescindivel para que se encontrem alternativas
eficazes no tratamento e prevencao de disturbios alimentares cada vez mais
frequentes na populagdo mundial, como a anorexia nervosa, bulimia e a
obesidade. Mais informacdes sdo apresentadas a seguir para fundamentar a
presente dissertacdo e o0s resultados experimentais obtidos serao

apresentados e discutidos em artigo especifico.
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1.1 Comportamento Alimentar

O controle da ingestao alimentar e 0 metabolismo energético dependem
da interacao de varios fatores genéticos, fisiolégicos (cognitivos, emocionais e
sociais) e advindos do meio ambiente. Esta interacdo envolve uma rede neural
com diversas areas do SNC e periférico, com aferéncias sensoriais e
eferéncias motoras e que determinam ou modulam o comportamento alimentar
do animal em determinado momento (Grossman, 1975; Leibowitz, 1980;
Hoebel, 1984; Benarroch, 2010; Berthoud, 2004; Petrovich, 2013). Esta
complexa inter-relacao ainda estabelece estimulos que motivam o organismo a
iniciar e terminar uma refeicdo (nas sensacdes de fome e de saciedade), a
preferéncia alimentar (ou, quando ainda mais direcionado, um apetite
especifico), bem como a regulacdo do consumo alimentar em relagdo aos
requerimentos energéticos corporais € que variam de forma dindmica e ao
longo da vida do individuo (Blundell, 1991; York, 1999; Grimm et al., 2011).

Assim, por meio de um processo geral conhecido como homeostase
energética, o consumo alimentar é ajustado continuamente por questbes
adaptativas e para a sobrevivéncia de um organismo animal. Informacdes
sensoriais, como a visao, olfato e paladar da comida, sdo processadas e
interagem com sinais fisiolégicos/ metabdlicos internos que, ligados ao status
nutricional e energético organico, determinam a busca e ingestdo de uma
composicao da refeicdo e sua quantidade (York, 1999; Morton et al., 2006).
Neste sentido, 0 aumento do consumo alimentar desencadeado por um periodo
de jejum é um exemplo da regulacdo da ingestao alimentar (Schwartz, 2000).

De acordo com as modificacées nas reservas de energia, como, por exemplo, a
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mobilizacdo do tecido adiposo e a producdo de leptina ou os efeitos
desencadeados pelo aumento da atividade metabdlica geral produzidos pelos
hormonios tireoideanos, hd um ajuste na ingestao alimentar visando promover
o equilibrio entre obtengdo e demanda de nutrientes (Barros, 2010). O
resultado pode ser tanto aumento quanto diminuicdo do consumo alimentar,
dependendo da condicdo experimentada pelo animal naquele instante e da
disponibilidade de alimento no meio onde se encontra (Schwartz et al, 2006), e
desde que nao haja qualquer perigo para sua sobrevivéncia realizar um ou
outro comportamento.

Os mecanismos basicos de génese e controle da homoestase
energética residem no SNC dos mamiferos estudados até o momento,
incluindo-se o ser humano. Este é um processo ativo e complexo, como se
poderia depreender a partir da sua dindmica e importancia para sobrevivéncia
(Berthoud, 2002; Lépez et al, 2007), e diversos neurotransmissores e
neuromoduladores afetam tanto o controle do metabolismo energético como a
relacao entre ingestao e saciedade alimentar (Milagro e Marques, 2002; Barros,
2010; Williams e Elmquist, 2012; Zeltser et al., 2012). Adicionalmente, diversos
hormonios, ou com capacidade de cruzar a barreira hematoencefalica ou que
se ligam em receptores presentes em terminais vagais aferentes, geram sinais
fisiolégicos e neurais que derivam do trato gastrointestinal para modular o
comportamento alimentar (Berthoud, 2002; Barros, 2010). Sdo exemplos a
colecistocinina, a insulina e a grelina, cujos niveis circulantes modulam o inicio
e o término de uma refeicdo (Arora, 2006; Lopez et al., 2007). Apesar de
muitos mecanismos de regulagao central da ingestdo alimentar permanecerem

desconhecidos, o envolvimento de algumas regides do SNC é notavel (Rollins
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e King, 2000; Williams e Elmquist, 2012; Petrovich et al., 2013). E, embora haja
acao em varios locais do SNC, parece ocorrer grande convergéncia de
informacdes para os nucleos do hipotalamo, que igualmente apresentam varios
neuropeptideos e neurotransmissores intrinsecos que influenciam a ingestao
de nutrientes (Arora, 2006; Hill et al., 2008; Bennaroch, 2010; Zeltser et al.,
2012).

A importancia do hipotalamo na regulacdo do comportamento alimentar
foi primeiramente demonstrada pelo uso de lesées quimicas e eletroliticas que
mostravam que danos no VMH induziam a hiperfagia e obesidade enquanto
danos no LH induziam a afagia e perda de peso (Brobeck, 1946; York, 1999;
Schwarz, 2000; Abizaid, 2006; Benarroch, 2010). Esses achados iniciais foram
muito mais detalhados a seguir, o0 que nao fez sustentar a existéncia de
“centros” da fome e da saciedade (Arora, 2006; Woods e Stricker, 2013).
Preferentemente, esses nudcleos hipotaldmicos formam circuitos neuronais
interconectados que respondem a mudancas no status energético por alterar a
expressao de neurotransmissores e neuropeptideos especificos, resultando em
mudangas no gasto e consumo de energia e nos comportamentos associados
a esses processos (Lopez, 2007; Flier, 2004; Abizaid et al., 2006; Kalra et al.,
1999; Schwartz et al., 2000). Estudos tém demonstrado que existem circuitos
neuronais que operam para regular apetites especificos e onde estdo o ARC, o
nacleo dorsomedial (DMH) e PVN hipotalamicos (Milagros e Marques, 2001;
Woods e Stricker, 2013).

O ARC é um dos locais integradores da aferéncia de informacgdes
sensoriais e para modulacdo da homeostase energética e suas influéncias para

outras areas centrais. Nele encontram-se dois grupamentos neuronais que
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exercem influéncias opostas na ingestao alimentar e no gasto energético. Um
grupo localizado na porcao lateral do ndcleo arqueado sintetiza pro-
opiomelanocortina (POMC) e peptideos derivados, incluindo-se o horménio
estimulante de melanécitos (MSH) e o transcrito regulado pela cocaina e
anfetamina (CART), é estimulado pela leptina circulante e nivel de glicose local
e gera efeitos anorexigénicos (Berthoud, 2004; Leonard e Berthoud, 2009;
Benarroch, 2010). Um segundo grupo de neur6nios localizado na porcao
medial do ARC sintetiza acido y-aminobutirico (GABA), NPY e o peptideo
relacionado ao Agouti (AgRP) (Yeo et al.,, 2012). Segundo esses mesmos
autores, tais neurbnios sdo mediadores-chave para os efeitos orexigénicos da
grelina e sao inibidos por sinais anorexigénicos da leptina, da insulina e da
propria glicose. O AgRP é liberado por neur6nios especificos do ARC e
influencia o balango energético predominantemente pela acdo em receptores
para melanocortinas do tipo MC4Rs e por inibir diretamente neurbnios que
sintetizam a POMC por liberagédo local de GABA. Ademais, no ARC, os
neurdnios que expressam POMC e AgRP sao sensiveis aos sinais nutricionais
advindos da periferia, incluindo-se aqueles do tecido adiposo, do estdmago e
hormonios pancreéticos (revisado em Yeo et al., 2012 e referéncias).

No PVN, neurbnios sintetizam horménio liberador de -corticotrofina
(CRH), horménio liberador de tireotrofina (TRH) e ocitocina (OXT) e que
aumentam o metabolismo energético com projecdes para outros nucleos, como
o VMH, o DMH e o LH (Cowley et al., 1999; Kalra et al., 1999; Leibowitz e
Hoebel, 2004; Morton et al., 2006). O VMH contém notavel populacdo de
neurdnios responsivos a glicemia e que mediam os efeitos da leptina, inibindo o

consumo alimentar e estimulando o gasto energético (Benarroch, 2010). Tais
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neurénios recebem impulsos originados nos neurdnios que expressam POMC
no ARC e sintetizam o fator neurotréfico derivado do encéfalo (BNDF), o qual é
um potente mediador da reducdo do consumo alimentar induzido pela leptina
(Benarroch, 2010).

O LH contém populagdes de neurdnios reciprocamente conectadas no
controle do comportamento alimentar e do metabolismo energético, onde se
sintetizam orexina (ORX) e MCH, a atividade neuronal é inibida por leptina,
ativada por grelina (Broberger et al., 1998; Elias et al., 1998b; Benarroch, 2010;
Woods, 2002). Ademais, ha conexdes reciprocas com neurénios do ARC e
outras areas hipotalamicas envolvidas no controle da homeostase energética e
projecbes para neurdnios envolvidos no circuito mesolimbico e controle
hedbénico do comportamento alimentar (Broberger et al., 1998; Elias et al.,
1998b; Benarroch, 2010; Woods, 2002). Neste contexto geral, substancias
relacionadas com a dieta, neurotransmissores, neuropeptideos, horménios e
demais fatores hipotalamicos que regulam a ingestdo alimentar citados acima

séo encontrados na Tabela a seguir.
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Tabelal: Substancias que demonstram efeito orexigénico e /ou anorexigénico

em modelos animais.

Orexigénicos

Anorexigénicos

B-endorfina
Corticosterona
Dopamina
Dinorfina
Endocanabindides
Galanina
Glutamato

Grelina

Hormdnio concentrador de Melanina
(MCH)

Hormédnio do Crescimento

Hormonio Liberador do Hormdnio do
Crescimento

Motilina

Noradrenalina

Neuropeptideo Y (NPY)

Orexinas A e B (ORX A e B)

Peptideo relacionado ao Agouti
(AgRP)

Acidos graxos de cadeia longa
Adiponectina

Amilina

Bombesina

Colecistocinina (CCK)

Enteroestatina

Fator Neurotrofico Ciliar (CNTF)
Hormonio estimulador de melandcitos,
fracdo a (a-MSH)

Horménio Liberador de Corticotrofina
Insulina

Interleucinas 1 e 6

Leptina

Nesfatina 1

Neuromedina B, Se U
Neuropeptideo B, K, Se W

Neurotensina

Ocitocina

Oxintomodulina

Peptideo Semelhante ao Glucagon -1
(GLP-1)

Peptideo YY3-36 (PYY)

Polipeptideo Pancreatico (PP)
Resistina

Serotonina (5-HT)

Transcrito regulado pela cocaina e
anfetamina (CART)

Adaptada de Lopez et al. (2007).

O comportamento alimentar também esta associado a mecanismos

motivacionais amplos (Berridge, 1996). As comidas preferidas sao

consideradas para prover recompensa, sensacao de alivio de alguma situacao
estressante ou caracteres hedbnico e social (Kupfermann et al., 2000).

Historicamente, esses fatos sugerem a participacdo de areas do sistema
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limbico e do cortex cerebral no comportamento ingestivo (Cuples, 2003). Por
exemplo, em experimentos com roedores, a presenga de comidas altamente
palatdveis provocou liberagdo intensa de dopamina no nucleo accumbens
(Nac) e sua mediacao nos aspectos motivacionais da ingestdo de comida em
um circuito que envolve interagdes entre varios sinais, incluindo o sistema
opioide, dopaminérgico e endocanabinoide (Flier, 2004; Di Marzo & Matias,
2005; Hommel et al., 2006). O ARC pode modular a atividade do sistema
dopaminérgico mesolimbico, com projecoes diretas do Nac, o que integraria
aspectos motivacionais e cognitivos da ingestao alimentar pelas conexdes com
o cértex pré-frontal, ndcleos da amigdala e &area hipotalamica lateral
(Benarroch, 2010) ou, indiretamente, pela ativagdo de hipocretinas/ ORX ou do
horménio concentrador de melanina (MCH) em vias que se projetam para a
area tegmental ventral (VTA) e o Nac (Abizaid e Tamas, 2008). Neste contexto,
a percepcdo da comida como “recompensa” comeg¢a com informacdes
gustativas que sdo transmitidas ao nucleo do trato solitario (NTS) por fibras
sensoriais especificas aferentes (Scott, 2013). Essas informagdes do NTS sao
enviadas para varias areas como o VTA, o Nac, o estriado de forma geral,
nacleos talamicos e parte do coértex cerebral, mormente aquelas envolvidas
com a gustacdo e seu processamento associativo subsequente (Kelley et al.,
2005; Morton, 2006). A dopamina atuando nessas areas prosencefalicas
aumenta o esforco para obter um estimulo de recompensa, mas nao é
diretamente responsavel pela experiéncia hedonica em si (Kelley e Berridge,
2002; Rolls, 2005; Morton, 2006).

Nucleos amigdalianos, como o basolateral, o basomedial, o central e o

lateral, também exercem influéncia sobre a ingestdao alimentar e, em conjunto
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com outras regides corticais, podem prover alguns dos circuitos para
comportamentos aprendidos, aversoes alimentares e aspectos prazerosos da
alimentacao (Fisher, 1969; Flier e Maratos-Flier, 1998; revisado recentemente
em Petrovich, 2013). Por outro lado, o papel da uma regido ampla, nao definida
especificamente em termos citoarquiteténicos, histogenéticos ou hodolégicos e
denominada de “regido posterodorsal”’, tem sido recentemente debatido por
causa de dados prévios envolvendo-a com o desenvolvimento de obesidade
em ratas (King et al.,, 1998; Rollins e King, 2000; King et al., 2003). Mais
especificamente, o subnucleo pdstero-dorsal da amigdala medial (MePD) esta
conectado diretamente e/ou indiretamente as regides hipotalamicas
moduladoras do comportamento alimentar (Dong et al., 2001; Petrovich et al.,
2001), porém a microinjecao local de glutamato resultou em aumento muito
discreto no consumo alimentar em ratos (Rosa et al., 2011). Uma possibilidade
€ de que outros transmissores quimicos no MePD seriam capazes de modificar
0 comportamento apetitivo e ingestivo alimentar (Dietrich, 2012).

Por outro lado, circuitos neuronais complexos participam da regulacéao
do consumo alimentar e do peso corporal (Berthoud, 2006; Lépez et al., 2007).
Alteragdes monogénicas nos niveis centrais de melanocortinas, leptina,
serotonina e BNDF tém demostrado a participacao de diversos mecanismos de
sinalizacao no equilibrio energético e peso corporal normal (Yeo et al., 2012). O
controle da ingestéao alimentar envolve sinais neurais e humorais que sinalizam
a saciedade relacionada com a ingestdao de nutrientes, distensao gastrica e
liberacdo de horménios intestinais, incluindo-se a colecistocinina (CCK), o
peptideo semelhante ao glucagon (GLP-1), a oxitomodulina (OXM), a ORX, a

grelina e o peptideo YY (PYY), dentre outros (Gibbs et al.,1973; Lopez et al.,
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2007). Mais informacgdes estao descritas em trabalhos recentes e servem como
referéncias adicionais neste campo do saber (por exemplo, Leonard e
Berthoud, 2009; Barros et al., 2010; Dietrich, 2012; Williams and Elmquist,
2012; Zeltser et al., 2012; Petrovich, 2013).

Com base no acima exposto, tem havido um interesse crescente no
papel do SNC na génese e regulagdo no comportamento alimentar e,
principalmente, como um campo de estudo amplo, no apetite especifico pelo
consumo de macronutrientes isolados nas dietas ricas em carboidrato, proteina
ou lipidio (Kanarek, 1985; Rosa et al., 2011; Dietrich, 2012). Estudos realizados
com a utilizagdo de dietas de sele¢cdo, onde macronutrientes foram oferecidos
isoladamente, permitiram monitorar as preferéncias e quantidades consumidas
por ratos em laboratério. Separam-se assim alguns efeitos relacionados com
fome inespecifica de apetite especifico ou comportamento com um objetivo
alimentar especifico (do inglés, “goal-oriented behavior”). As escolhas feitas por
ratos no modelo animal de exposicdo a dietas seletivas podem ser
influenciadas por diferentes neurotransmissores/ neuromodulares, horménios,
alteraces metabdlicas (durante o jejum ou periodo de saciedade pds-prandial),
fatores ambientais (como variagées circadianas durante os periodos de ciclo
claro e escuro) ou diferencas entre linhagens ou espécies animais (Kanarek,
1985; Smith et al., 1997, Tordoff, 2001, Rosa et al., 2011). Ademais, pode-se
testar se essas modulagcdes atuam estimulando ou inibindo comportamentos
apetitivos (de orientacdo e busca de alimento disponivel), de fome e apetite ou
saciedade e, por vezes, determinando a preferéncia alimentar. Por exemplo,
NPY promove uma preferéncia por ingestao maior especifica de carboidratos

na dieta (Kanarek, et al., 1983; Bray et al., 1986; Stanley et al., 1985; Dietrich,
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2012); a preferéncia por uma dieta hiperlipidica € estimulada pelos receptores
para opioides do tipo kappa (Ookuma et al., 1997); e a ingestao de proteinas é
estimulada pelo horménio liberador do horménio do crescimento (GHRH) e
parece ser inibida pelo glucagon (Meyer, 1974; Dickson et al, 1995). Assim,
além de auxiliar na compreensao da organizacdo neural de comportamento
ingestivo e social, elucidando pontos ainda incognitos ou controversos, este
tipo de estudo também pode contribuir para estudos da fisiopatogenia de
distarbios alimentares, como a anorexia, a bulimia, ou o desenvolvimento de
obesidade (Barros, 2010). O modelo animal de estudo do consumo de dietas
seletivas (dito, do inglés, “self-selection macronutrient diet paradigm”) foi
empregado na presente dissertacao, como sera descrito com maiores detalhes
no artigo anexo.

Igualmente, para o que se estudou no presente trabalho, a SST surge
neste contexto como um neuropeptideo que parece exercer -efeitos
contraditérios sobre o comportamento alimentar, incluindo-se possibilidades de
atuacao como agente orexigénico ou anorexigénico (Aponte et al., 1984;
Ishikawa et al., 1997; Cummings et al., 1998; Watanobe et al., 2002; Stengel et
al., 2010), tornando relevante estudar a acdo da SST na modulagao dos varios
parametros que compdéem o comportamento alimentar de ratos e, mormente,
guanto a sua capacidade de induzir o consumo de uma dieta seletiva. De fato,
sao restritos os estudos que estado disponiveis nesta area do conhecimento e
estes ndo empregaram o presente modelo de estudo dos comportamentos
apetitivo e consumatério alimentar. Mais dados sobre a SST e suas acdes

centrais sao apresentados a seguir.



27

1.2 Somatostatina

A SST é um peptideo com 14 aminodacidos dispostos em cadeia Unica,
peso molecular de 1640 daltons, e que foi primeiramente descrito em 1973
como um horménio hipotaldamico com capacidade de inibir a secrecdo do
horménio do crescimento (GH ou somatotrofina, de onde deriva também o
nome da SST) pela hipéfise anterior (Brazeau, 1973; Moller et al., 2003; Olias
et al., 2004). Existem duas formas biologicas ativas da SST e que sao
peptideos denominados SST-14 e SST-28 e que contém 14 e 28 aminoéacidos,
respectivamente, e sdo provenientes da parte C-terminal, como subproduto de
um precursor maior pro-SST (Weckebecker et al.,, 2003). Ou seja, esses
compostos sdo um tetradecaptideo (SST-14, ou seja, com 14 aminoacidos
carboxiterminal) e uma forma estendida N-terminal (SST-28, ou seja, formada
pela SST-14 mais 14 aminoacidos da sequéncia aminoterminal da pro-SST;
Machado et al., 2008), embora ambas se liguem com alta afinidade a
receptores acoplados a proteina G de membrana celular (Moller et al., 2003;
Brazeau, 1973). A SST 14 é muito encontrada no SNC, mas a SST 28 é
considerada a variante mais potente dos mamiferos por inibir o GHRH, o GH, a
prolactina (PRL), o hormoénio tireotréfico (TSH) e de insulina (Gugger et al.,
2004; Barrett et al,, 2010). A SST-14 também age de forma potente como
inibidora da secrecao de insulina e glucagon pancreaticos, sobre a secrecao
exocrina gastrica e sobre o fluxo sanguineo esplancnico (Gugger et al., 2004).
Evidencia-se, com isso, que a SST pode ter acao central e outra periférica, com
possibilidades de processamento pods-traducionais do gene da pro-SST de

formas diferentes, embora esta Ultima nao seja abordada no presente estudo
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(mais informacdes podem ser obtidas em Machado et al., 2008; Barrett et al.,
2010).

Além da SST ser um hormdnio presente no hipotalamo e no trato
gastrointestinal, varios estudos imunohistoquimicos demonstraram sua
presenca em outras areas do SNC, sugerindo que este peptideo poderia ter
também uma importante funcdo neuromodulatéria (Schindler et al., 1996),
neuroenddcrinas e comportamentais (Tannenbaum, 1985). A liberacdo da SST
por neurbnios e outras células secretoras depende usualmente da
despolarizacdo da membrana ou do aumento da concentragdo citosélica de
Ca++, sendo desencadeada por diversos secretagogos (Patel, 1999). Por
exemplo, a liberacdo de SST é afetada por diversos transmissores quimicos,
entre eles a serotonina e o BDNF (Kakigi et al., 1992). Por sua vez, a SST pode
atuar como um neuromodulador sinaptico, afetar a liberacdo de
neurotransmissores em diferentes areas do SNC (Schindler, 1996), além de
inibir a secrecdo de horménios gastrointestinais como a gastrina e a grelina
(Schimada, 2003; Fung , 1997).

Os receptores para a SST sao divididos em sst1, sst2A, sst2B, sst4 e
sstb (Panetta et al., 1994; Olias et al., 2004) e, embora a SST possua afinidade
com todos os seus receptores, a maior afinidade € observada com o receptor
sst2 (Lamberts et al.,, 1990) e com ampla distribuicao central (Stengel et al.,
2013). De fato, a SST é encontrada em varias areas do SNC, exceto no
cerebelo, e mapeamentos imunohistoquimicos da distribuicdo da SST mostra
sua expressdo em diferentes partes do cortex cerebral, estruturas limbicas,
nucleo central da amigdala e diversos nucleos do hipotalamo (Finley et al.,

1981; Johansson et al., 1984). No hipotdlamo, a SST é predominantemente
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expressa no PVN e, em menor grau, também no ARC e no VMH (Finley et al.,
1981; Johansson et al.,, 1984 ; Moga et al., 1985). Quantidades moderadas a
abundantes de SST foram encontradas nos corpos das células e fibras
terminais nos subndcleos da amigdala medial (Micevych et al.,, 1988:
Singewald et al.,, 2008) enquanto receptores para SST sdo encontrados em
varios outros subnucleos da amigdala (Moller et al., 2003). Essa presenca da
SST e a distribuicdo de seus receptores é absolutamente relevante porque
sugere uma possibilidade de acdo em regides que modulam o comportamento
alimentar, conforme anteriormente mencionado.

De fato, a administracdo de SST parece ter um papel relevante no
comportamento alimentar e regulacdo do peso corporal em ratos e outros
animais (Pietro et al., 2010). No hipotalamo, a microinjecao direta de SST no
PVN promove a utilizacdo preferencial de lipidios e uma economia de
carboidrato no metabolismo geral (Atrens, 1993). Porém, os resultados obtidos
até o momento e que buscaram avancar na compreensado das acées da SST
no comportamento alimentar sdo controversos devido as acoes deste peptideo
nas fungdes gastrointestinal e central (Pietro et al., 2010). Por exemplo, SST
microinjetada diretamente no LH causou redugdo no consumo alimentar e
notavel anorexia em ratos (Lim et al., 1987), mas quando SST foi administrada
por via intracerebroventricular (icv), em ratos com acesso livre a dieta completa
padrdo, resultados inconsistentes e bifasicos foram observados, incluindo-se
tanto comportamento orexigénico quanto anorexigénico (Rezek et al.,, 1976;
Aponte et al., 1984; Tachibana et al., 2009). Tais diferencas bem podem estar
relacionadas com as doses de SST utilizadas. Ou seja, a estimulacao da

ingestao alimentar era produzida a partir de baixas doses enquanto a inibicao
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se seguia depois de altas doses e, adicionalmente, a microinjecdo de SST
somente aumentava significativamente a alimentacdo durante o ciclo claro,
mas nao no ciclo escuro dos animais (Feifel e Vaccarino 1993; Scalera, 1998).
Notavelmente, a administracdo icv de SST pode estimular a ocorréncia de
atividades motoras de autolimpeza, movimentos rotatérios ou diminuicdo da
motricidade (Stengel, 2013), o que poderia potencialmente afetar os resultados
de estudos comportamentais (Stengel et al., 2010).

Além disso, sugere-se que altas doses microinjetadas por via icv
alcancam a circulagdo e podem estar relacionadas a diminuicdo da grelina,
hormbnio orexigénico (Silva et al., 2005), o que se relaciona com estudo
realizado por Shimada et al. (2003) que demonstraram que a injecao
intravenosa de SST em ratos reduziu significativamente o nivel de grelina no
plasma. A SST também serve como inibidor da secrecdo e da motilidade
gastrica (Fung et al., 1997; Barrett et al.,, 2010). A SST pode também interagir
com a leptina e reduzir a atuacao desta nas regides hipotaldamicas associadas
com o comportamento alimentar em ratos (Stepanyan, 2007). Ao contrario, a
leptina pode alterar a secrecdo de SST no ARC, gerando aumentos ou
diminuicbes de niveis em associacdo com a estimulacdo da secrecdo de GH
(Watanobe, 2002). Em condicbes ainda mais complexas, a microinjecao de
SST14 por via icv modificou a resposta de ratos a situacado de estresse. Ou
seja, estimulo estressante é capaz de induzir redugcdo da ingestao alimentar,
mas este efeito pode ser revertido pela SST (Stengel et al., 2013).

Os estudos disponiveis na literatura evidenciam que a SST pode ter
efeitos contraditérios sobre o comportamento alimentar, embora também

indiqguem que diferencas metodologicas podem ser responsaveis por tais
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discrepancias. Na presente dissertacéo, testou-se o efeito da microinjecdo de
SST no comportamento alimentar (apetitivo e consumatério) de ratos
submetidos ao modelo de escolha de dietas seletivas de macronutrientes. Foi
intencado contribuir com dados adicionais para procurar elucidar os efeitos da
SST nesse comportamento de ratos em situagcdo experimental controlada. E o

que sera descrito em detalhes no artigo a seguir.
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2 Objetivos e Metas

2.1 Objetivos

2.1.1 Geral

Estudar a modulacao neuropeptidérgica do comportamento alimentar de

ratos.

2.1.2 Especifico

Estudar o efeito da microinjecao intracerebroventricular da somatostatina
nos comportamentos apetitivo e consumatorio alimentar de ratos submetidos
ao modelo de acesso a dietas de selecdo de macronutrientes isolados em

condicdes de laboratorio.

2.2 Meta

Os resultados advindos do presente estudo podem contribuir para
avangar o conhecimento sobre a base neural de controle do comportamento
alimentar em ratos. Busca-se desvendar as acbes da somatostatina no
comportamento alimentar, uma vez que, baseado em estudos prévios, sua

participacao ainda nao esta plenamente elucidada.
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ABSTRACT

The central control of feeding behavior in rats involves different
neuropeptides with orexigenic and anorexigenic modulatory actions. Here, it
was studied the effects of intracerebroventricular (icv) microinjection of
somatostatin on the appetitive and consummatory ingestive behaviors of rats
under the paradigm of the self-selection macronutrient isolated diets [high-
carbohydrate (high-CHO), high-protein and high-lipid food pellets]. Adult male
rats were submitted to a sham procedure (n=8) or received icv microinjections
of artificial cerebrospinal fluid (aCSF; 5uL, n=8) or somatostatin (1ug and
10ug/5uL, n=10 and 8, respectively). Control and test data were obtained after
a fasting protocol. Feeding behavior was evaluated along a 2-hr test period of
free access to the selective diets. Rats in all groups adapted well to the
experimental condition and preferred the high-CHO diet. Animals from the sham
and aCSF groups showed similar results. Interestingly, both doses of
somatostatin increased appetitive behaviors but there was a high variability in
the basal consumption of the high-CHO diet that precluded further comparisons
of the somatostatin effects with those from the control groups. When testing
“within- groups” effects, both doses of somatostatin did not induce significant
changes neither in consummatory feeding behavior. These data impose new
and relevant methodological improvements for the evaluation of feeding
responses in rats, notably on the use of “within-groups” comparisons, and
evidence effects of central somatostatin on the appetitive display in the present
behavioral model.
Keywords: central control of appetite, eating behavior, motivation,

neuropeptides.
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1. INTRODUCTION

Multiple neural systems dynamically control energy homeostasis, feeding
behavior and body weight in rats [1-4]. The central organization of feeding
behavior requires the integrated action of neurotransmitters, neuropeptides and
hormones for eating motivation, cue-induced feeding, associative learning,
decision making, reward or punishment to the ultimate modulation of hunger,
appetite and satiety [3-6]. For example, the major excitatory neurotransmitter
glutamate increases food consumption when microinjected in the hypothalamic
lateral nucleus [7,8], which functional cooperation is also needed to display the
potent orexigenic effects of neuropeptide Y (NPY) in this area [9]. Moreover, the
integration of feeding behavior with emotional processing and associative
learning involves various hypothalamic nuclei, such as the ventromedial, the
arcuate and the paraventricular (PVN) ones, as well as other extra-
hypothalamic forebrain areas, including distinct amygdaloid nuclei [6,10-14]. In
common, these areas integrate various sensory inputs and can modulatel
adaptive behaviors, including food intake and energy balance [1,2].

Somatostatin (SST) is a centrally expressed neuropeptide in the rat brain
[15-18] and a putative candidate to elicit feeding responses because of its
presence and possible actions in these above-mentioned brain areas [16,18].
Indeed, SST is involved in the modulation of energy balance acting in the PVN
as a signaling substance of increased body fat and to bring about sympathetic-

induced blood glucose level rise [16] and would increase amino acids or fat
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ingestion [17,19; respectively). However, it is remarkable that there are restrict
and controversial findings involving the modulatory effects of SST on eating
display. Evident methodological differences involving different species and food
disponibility to tested animals, discrepant uses of low to higher doses of
somatostatin or motor behavior side-effects such as “scratching”, grooming and
rotational movements [compare data in different reports as 16-23] preclude the
current establishment of a conclusive action for this neuropeptide on the feeding
behavior of rats. Then, this is an open venue that deserves further experimental
elaboration.

Here, we tested the effects of intracerebroventricular (icv)
microinjections of SST on the appetitive and consummatory ingestive behaviors
of rats under the paradigm of major macronutrient-specific dietary selection.
This behavioral approach allows the animal to choose the preferred energy
source to be ingested and can reveal if animals have more pronounced
motivational and/or ingestive responses induced by different doses of a specific

neurotransmitter/neuromodulator [14,24].

2. MATERIALS AND METHODS
The methodological approach described below appreared previously in
Rosa et al. [14] and Dietrich et al. [24], this latter adapted for the present icv

microinjections of somatostatin.

2.1. Animals
All animals were adult male Wistar rats (3-4 months old, N= 34), not

siblings, initially housed in groups with standard lab chow (Bio Base/Bio-Tec,
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Brazil) and water ad libitum, room temperature maintained around 22°C and a
12 h light/dark cycle (lights on at 6 a.m.). All rats were manipulated according to
international laws for the ethical care and use of laboratory animals (European
Communities Council Directive of November 1986, 86/609/EEC). The present
project was approved by the local Ethics Committee (Federal University of

Health Sciences of Porto Alegre, Brazil; protocol no. 066/11).

2.2. Experimental Procedure

The procedural design involved adapting periods and control and test
recordings along 16 experimental days (EDs; represented schematically in
Figure 1). The first ED corresponded to the placement of each rat in an
individual metabolic cage (21 x 24 x 21 cm® of length, size and height,
respectively; in accordance with the “Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals”, National Academy of Science, USA, 1996). An initial period of 4 days
was allowed for the acclimatization of the rat to its new environment. During this
period, it was offered free access to food pellets of a full nutrient diet based on
the AIN-93M (composition shown in Table 1; consumption values in Table 2,
ED 4). Water was available along all the EDs. The urine aspect and volume did
not indicate the occurrence of dehydration in any moment (data not shown). In
every ED, food intake was evaluated by the difference between the initial weight
of the available food and its final weight at the end the monitoring period.
Spillage was collected on paper towels and subtracted from food consumption
to correct the values obtained. Rat body weight was evaluated each day along
the experiment. No behavioral test for depression or plasma stress hormones

measurements were done to directly determine possible side-effects of isolation
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in rats. This was done to avoid undue stress to the rats. Nevertheless, during
this initial period of isolation, and more notably thereafter, rats displayed a
constant and homogeneous increase in body weight and no signs of illness or
abnormal behaviors, as reported elsewhere [14,24].

On the EDs 5 to 8, rats received a three-choice self-selection
macronutrient isolated diets [pellets made from high-carbohydrate (high-CHO),
high-protein and high-lipid diets as depicted in Table 1]. Diets were offered in
separate dishes attached to the metabolic cage. The location of each dish
inside the cage was changed daily to avoid biases resulting from a conditioned
place preference. The “palatability” of the high-CHO diet was not intentionally
enhanced by adding sweet monosaccharides and disaccharides. Although it is
possible that few corn starch had been broken in less complex sugars, heating
temperature that induce the formation of a final high amount of dextrin was
avoided during the diet preparation [c.f., 14]. Values of daily intake of these
selective diets are shown in Table 2 (on ED 8).

On the ED 10, rats were food deprived for 4 hr per day (from 8 a.m. to 12
a.m.) and, thereafter, allowed to eat the macronutrient isolated diets during 2 hr.
During this period, it was recorded the rat searching for food (i.e., the number of
attempts to reach the dishes containing each macronutrient isolated diet), the
number of times each rat ate a pellet of any diet (both parameters evaluated as
appetitive behaviors) and the amount of food intake of each self-selection diet
(in grams, indicative of food consumption/consummatory behavior). These
values served as the basal, “within group” control recordings (Table 2, on ED

10) to be compared with the effects obtained on the upcoming test day .
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On the ED 11 (beginning at 8 a.m.), rats were anesthetized with
ketamine and xylazine (80 and 10 mg/kg, i.m., respectively) and stereotaxically
implanted with a stainless steel guide cannula (0.6 mm of outer diameter, OD)
in the right lateral ventricle of the brain. The stereotaxic coordinates were: 1.0
mm posterior to the bregma, 1.5 mm lateral to the midsagital suture and 3.5 mm
below the dura-mater [adapted from 25]. The upper incisor bar was positioned
horizontally to the interaural line.

On the EDs 12 and 13, animals were on the post-surgical recovering
period and had free access to the isolated macronutrient diet. On the EDs 14
and 15, rats were gently manipulated to simulate the icv microinjection
procedure (described below) and were again allowed to eat the macronutrient
isolated diets until the next day.

On the ED 16, rats were deprived of food for 4 hr and, thereafter, a
microinjection needle (0.3 mm OD) was introduced in the stereotaxic guide
cannula for the icv microinjections. Rats were randomly assigned to receive
artificial cerebrospinal fluid (aCSF, 5 uL, n= 8) or SST (1 ug or 10 ug/5 pL
diluted in aCSF, n= 10 and 8, respectively). The aCSF composition was: NaCl
126mM, KCI 2.5mM, NaH.PO, 1.25mM, MgCl, 2mM, CaCl, 2mM, NaHCO;
26mM, and glucose 10mM [26]. SST was purchased from Sigma Chemicals Co.
(USA). Both doses of SST were previously reported as able to promote marked
feeding behavior effects [20,21]. The displacement of liquid and an air bubble
inside the catheter connecting a 1-uL Hamilton microsyringe (USA) to the icv
cannula was used to monitor the microinjection. This lasted for 1 minute and the
needle remained inside the cannula for an additional minute to avoid reflux

[14,24]. No obvious alterations in behavior were noted after microinjections. The
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control group assigned for sham microinjection (n= 8) was manipulated as the
other experimental groups, had a needle inserted in the icv cannula to mimic
the procedure of microinjection, but did not receive any treatment.

Immediately afterwards, rats returned to their metabolic cage and had
access to the three-choice macronutrient self-selection diet. The consumption of
each diet was evaluated at the end of 2 hr following microinjection (shown in
Table 2, on ED 16). It was counted the occurrence of the appetitive behaviors
and the ingested amount of each macronutrient isolated diet.

At the end of the experiment, rats were deeply anesthetized as
aforementioned and icv microinjected with methylene blue to identify the
location of the microinjection site. Rats were transcardially perfused with
phosphate buffer solution (PBS, 0.1 M, pH 7.4) followed by 4%
paraformaldehyde diluted in PBS. Brains were removed from the skull,
remained in the same fixative solution for 12 hr, stayed in a 30% sucrose
solution at 4°C for at least 1 week and, thereafter, were sectioned using a
vibratome (Leica, Germany; 50 um-thick coronal sections) to identify the path
of the icv cannula. No animal with signals of large mechanical lesions or brain

hemorrhage was included in the studied groups.

2.3. Statistical Analysis

The weight gain of the rats along the EDs 1, 10 and 16 was subjected to
an analysis of variance (ANOVA) test for repeated measures followed by the
Newman-Keuls test. Appetitive behaviors evaluated as the number of searches
for the dishes containing the selective diets and the frequency that each rat ate

a “pellet” of food were compared among groups on ED 16 by the non-
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parametric Kruskal-Wallis test followed by the Dunn test. Due to the evident
variability in the basal amount of diet consumption, the amount of high-CHO diet
ingested on EDs 10 and 16 were compared within groups by the non-parametric
Wilcoxon test for paired measures. The low consumption of the high-protein and
the high-lipid selective diets prevented further statistical comparisons among

groups. In all cases, results were considered significant when P < 0.05.

3. RESULTS

3.1. Body weight

Animals in all groups showed increased values of body weight along the
EDs 1, 10 and 16 [mean % standard deviation (SD), 254.4 + 22.8; 264.9 + 24.5
and 272.5 + 23.5 grams, respectively], which were statistically significant [F

(2,34) = 16.1; P < 0.01] and different from each other (P < 0.05 in all cases).

3.2. Appetitive behaviors and selective diet intake

Data are shown in Tables 2 and 3. Animals adapted to the experimental
conditions and ingested the AIN-93M diet along the first EDs (see mean values
on ED 4). When rats had free access to the self-selection macronutrient diet, all
groups showed a clear preference for the high-CHO diet when compared to the
other energy sources (see mean values on ED 8). Following 4 hr of food
deprivation and the subsequent 2 h of free access to the 3-choice self-selection
macronutrient diet, rats in all groups also ate more of the high-CHO diet (see
mean values on ED 10). Rats ingested the high-protein and the high-lipid diets,

but it occurred in small amounts (Table 2). However, it is worth noting that
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animals that were randomly assigned to the microinjections of SST showed an
unexpected high food consumption on ED 10, for example, and, then, prior to
additional experimental manipulation.

There was a statistically significant difference among experimental
groups in the appetite behaviors of searching for food dishes and the frequency
of eating the pellets of any selective diet on the ED 16 (KW test, P < 0.01 in
both cases). For these both parameters, the post hoc test showed that values
from the sham group and the group microinjected with aCSF were not
statistically different (P > 0.05), whereas both doses of SST, although not
differing between each other, increased these appetitive behaviors when
compared to the aCSF control group (P < 0.05; Table 3).

There were no statistically significant within-group differences in the
intake of the high-CHO diet. That is, control data obtained on ED 10 compared
to values on the post-microinjection period on ED 16 were not different in the
sham (P = 0.62), aCSF (P = 0.12), SST 1 ug (P = 0.82) or SST 10 ug (P = 0.46;

Table 2).

4. DISCUSSION

Rats had a continuous body weight gain along the EDs and a preference
for the high-CHO selective diet. Sham and aCSF microinjected groups had
similar results and served as control data [24]. SST induced appetite behaviors
but did not enhance food consumption of the high-CHO diet. However,
variability in basal data occurred and need further methodological

considerations.
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The present behavioral model has been used for revealing the
participation of putative neuroanatomical areas in the central control of feeding
behavior in rats [14,24]. In effect, recently it was revealed [24] that icv
microinjected NPY increased ingestive behavior with an dose-dependent,
inverted “U” shape relationship under the present behavioral paradigm.
Microinjection of NPY 1 ug was able to stimulate searching for food, the number
of times the rat ate a selective diet and promoted a higher CHO intake, either
when compared to within-group control recording or among groups after
microinjection. This NPY-mediated orexigenic effect (on consummatory
ingestive behavior rather than on appetitive behaviors) also strongly correlated
with the number of Fos-immunoreactive cells in the MePD. On the other hand,
NPY 10 ug stimulated appetitive behaviors, but did not consistently affect the
consummatory ingestive behavior or the Fos expression in the MePD when
compared to the aCSF microinjected group [24].

Here, it was shown that SST increased appetitive behaviors but did not
enhance consummatory feeding behavior. It is likely that the central network for
ingestive  behavior responds differently to neurotransmitters and
neuromodulators that code for the specific “fine-tuning” of behavioral displays.
Nevertheless, it must be mentioned that SST microinjected animals showed a
surprisingly basal high food intake even being reared under the same conditions
than the control groups. This inherent variability in the data imposed the need
for a “within-group” analysis, which is more indicated when values can not be
reliably compared between groups due to an expected difference in basal, pre-
treatment data. Using this approach, it was possible to track the variations of

the individual members of the group by the use of a paired comparison and



