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1 INTRODUCAO

Em mamiferos, a ingestdo alimentar faz parte de um comportamento de regulacio
homeostatica de nutrientes para uso imediato ou a posteriori, como forma de garantir
substratos metabolicos de forma continua para os tecidos corporais com base nas necessidades
de cada periodo e na demanda imposta as reservas energéticas formadas previamente. De
modo simplista, poder-se-ia considerar que, excluindo o que ocorre com seres humanos, nos
outros animais parece que a ingestdo alimentar ¢ influenciada pelos mecanismos que regem a
fome, a saciedade e os mecanismos fisioldgicos que unem a ingestdo alimentar com o

fornecimento de calorias, gasto celular e o peso corporal.

Na década de 40 do século passado, descreveu-se que ratos tornavam-se hiperfagicos e
obesos apds lesdes bilaterais no nucleo ventromedial do hipotalamo (VMH) enquanto, ao
contrario, lesdes bilaterais na area hipotaldmica lateral (LHA) restringiam bastante a fome e a
sede do animal e, a menos que houvesse alguma a¢do imposta a0 mesmo, este morreria de
inanicdo (HETHERINGTON; RANSON, 1942). Partindo dessas observagoes, Stellar (1954)
sugeriu a hipotese dos dois “centros” de regulacdo do comportamento alimentar, onde o VMH
seria o “centro da saciedade” e a LHA, o “centro da fome”, estando ambos numa interrelagao
funcional para as atividades realizadas pelos animais. Proximo desta época propOs-se que

sinais inibitorios gerados em propor¢do aos conteudos de tecido adiposo branco atuariam no
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encéfalo reduzindo a ingestdo alimentar ¢ que a perda de peso causada por uma restricdo
calorica faria diminuir estes sinais, resultando em um aumento da ingestao caldrica até que a
deficiéncia energética fosse corrigida (KENNEDY, 1953). Porém, com a identificagdo de
varias outras estruturas encefalicas com papel importante no comportamento alimentar, que
lesdes hipotalamicas poderiam gerar respostas inespecificas ao alterar a fome ou a saciedade,
e que microinje¢des de transmissores quimicos modificam amplamente o padrao de ingestao
seletiva de macronutrientes, a no¢ao de “centros” encefalicos que deveriam estar controlando
a ingestdo alimentar e o peso corporal deu lugar ao conceito de que ha varias vias neuronais
integradas que sdo responsaveis pelos sinais aferentes relacionados as mudangas da

homeostasia energética corporal (WOODS et al., 1998).

A percepcdo de saciedade constitui-se em um processo basicamente previsivel
provocada pela ingestdo de nutrientes que causam disteng¢ao gastrica e liberagdo de hormonios
intestinais incluindo a colecistocinina (CCK), o peptideo semelhante ao glucagon (GLP-1), a
oxintomodulina (OXM), a orexina (ORX), a grelina ¢ o peptideo YY (PYY), dentre outros
(STRUBBE; WOODS, 2004; LOPEZ et al., 2007). Embora muitos nutrientes (por exemplo,
acidos graxos livres e glicose), citocinas (a citar, interleucina-6 ¢ fator de necrose tumoral
alfa) e hormonios (como os glicocorticoéides e o hormonio liberador de tireotrofina —TRH-)
possam modular a ingestdo alimentar, somente a leptina ¢ a insulina satisfazem todos os
critérios tedricos impostos para serem considerados mecanismos transdutores de retroacao
negativa para a manuten¢do de comportamento alimentar de fome ou apetite especifico
(SCHWARTZ et al., 2000). Esses sinais de saciedade sdo gerados inicialmente pela interagdo
dos alimentos com mecanorreceptores e quimorreceptores que estdo distribuidos ao longo do
trato gastrointestinal, sendo que, durante e apos sua absor¢ao, os nutrientes também interagem
com o tecido adiposo ou 6rgaos associados, como o figado e o pancreas. Esses sinais, apos

processamento pelo sistema nervoso intrinseco gastrointestinal, podem ser transmitidos a
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neurdnios sensitivos aferentes das fibras vagais, aos neurdnios das raizes dorsais da medula e
dessas porcdes ao encéfalo. Os locais inicialmente envolvidos no processamento de
informagdes sensoriais ¢ que podem modular o comportamento alimentar sdo o nucleo do
trato solitario (NTS) e a area postrema no bulbo (conforme revisado em BERTHOUD et al.,

2006).

Ademais, alguns dos principais neuronios envolvidos na homeostase energética e que
respondem aos niveis circulantes de leptina e insulina estdo localizados no nucleo arqueado
do hipotalamo (ARC). Nesse nucleo, quando ocorrem niveis diminuidos de leptina em
circulagdo sanguinea, um grupo de neurénios que co-expressam o neuropeptideo Y (NPY) e a
proteina relacionada ao agouti (AgRP), que sdo orexigenos, fica estimulado; outro grupo de
neurdnios locais que co-expressam pré-opiomelanocortina (POMC) e o transcrito regulado
pela cocaina e anfetamina (CART), ambos anoréxicos, fica inibido (BROBERGER et al.,
1998; ELIAS et al., 1999). Esses dois grupos de neurénios do ARC projetam-se parcialmente
para o nucleo paraventricular (PVN) e a LHA, desempenhando um papel crucial na integragdo
dos sinais metabodlicos ¢ hormonais nos sistema simpatico e parassimpatico (COWLEY et al.,
1999;2001). O nucleo acumbens (NAc), que tem interagdes reciprocas com a LHA
(STRATFORD; KELLEY, 1999) e ¢ sede dos circuitos orexigenos que influenciam
comportamentos alimentares pelas suas projecdes para o nucleo medial dorsal do talamo,
substancia nigra e cortex pré-frontal (GROENEWEGEN et al., 1999), tem também papel
relevante na percep¢do hedonica dos alimentos e modula a saciedade de maneira natural ou
condicionada (BERRIDGE, 1991). Na LHA, no ARC e no PVN, neurdnios contendo o
hormoénio concentrador de melanina (MCH) participam de respostas orexigenas (QU et al.,
1996), principalmente no inicio da fase escura do dia dos animais (ROSSI et al., 1997, 1999;
ABBOTT et al., 2003). Informagdes vicerais e gustativas também podem influenciar o NAc

por meio das conexdes com o nucleo do trato solitario, com a via gustatoria afetando o nucleo
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parabraquial (PBN), pelos nucleos basolateral (ABL) e central da amigdala (ACe) e pela area

tegmental ventral MCDONALD; JACKSON, 1987).

Neste contexto, a amigdala ¢ area telencefalica essencial para a compreensdo da base
neural de génese e organizacdo do comportamento alimentar. Historicamente, tem-se
relacionado a amigdala com muitos aspectos da regulagdo do comportamento alimentar
(FISHER, 1969). No final da década de 30 do século passado, Kliiver ¢ Bucy descreveram
que lesdes amplas no terco anterior do lobo temporal de macacos geravam agnosia visual,
fazendo com que os animais levassem a boca toda sorte de objetos, mas também passando a
ingerir o que antes ndo era parte normal de sua dieta. Em 1977, Fonberg postulou a existéncia
de uma correlacdo anatdomica entre as areas lateral e medial da amigdala com nucleos do
hipotalamo. Lesdes eletroliticas em diferentes nticleos da amigdala influenciavam de modo
controverso o comportamento de ingestdo hidrica e alimentar, aparentemente devido as
multiplas conexodes existentes com distintas partes do hipotalamo (OOMURA et al., 1970;
SUTIN et al., 1975; FONBERG, 1977; De OLMOS et al., 1985; LUITEN et al., 1987,
ALHEID; HEIMER, 1988). Recentemente, King e colaboradores tém demonstrado que lesdes
bilaterais amplas que envolvem também o subnucleo postero-dorsal da amigdala medial
(AMePD) provocam degenerecdo do VMH e desencadeam comportamento hiperfagico e
notavel ganho de peso em ratas, o que ¢ diferente entre os sexos (maior em fémeas do que em
ratos machos). Embora passivel de discussdo quanto aos resultados estatisticos, relatou-se que
ratos com lesdo ampla na AMePD e areas adjacentes parecem apresentar hiperinsulinemia
apos ingestdo calorica depois de periodo de restricdo alimentar (KING et al., 1996a) e
possuem alta preferéncia por dietas ricas em carboidratos (KING et al., 1998). Em parte, esses

dados suscitaram os experimentos empregados na presente dissertagao.

Nos ultimos anos, na tentativa de desvendar se existem areas encefalicas que poderiam

estar relacionadas com este comportamento de preferéncia alimentar, muitas pesquisas tém-se
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utilizado de modelos nos quais sdo oferecidas duas ou mais dietas com fontes distintas de
macronutrientes ¢ avaliadas as mudangas na preferéncia de ingestdo apds injegdes e
procedimentos farmacolégicos (THIBAULT; BOOTH, 1999). E notavel que, apesar das
descobertas feitas sobre a regulagdo neural e periférica do comportamento de ingestdao
alimentar, ainda ndo ha um pleno conhecimento de quais mecanismos neurofisioldgicos
guiam a selecdo e procura de alimentos especificos em mamiferos. Mas, por exemplo, carece-
se ainda de informacdes basicas relevantes sobre o efeito do glutamato, principal
neurotransmissor excitatorio de mamiferos, em areas precisas do encéfalo e sua repercussao
na fome, apetite e saciedade. Com este sentido amplo, tendo presente que € preciso ter um
modelo animal para estudar variaveis da ingestdo de diferentes componentes da dieta, que ¢
importante estudar separadamente os nucleos e subnucleos da amigdala que modulam o
comportamento alimentar e que sua neuroquimica local é relevante neste proposito, a presente
dissertacdo se propde a apresentar um método para estudo do consumo alimentar de dieta
completa ou de macronutrientes isolados para ratos e, a seguir, testar os efeitos da
microinjecao de glutamato na AMePD sobre o comportamento alimentar de ratos com acesso
a dieta de seleg@o com macronutrientes isolados. Para justificar esses procedimentos, a seguir,
apresentar-se-4 uma revisao da literatura pertinente ao assunto e, na forma do primeiro artigo
desta dissertagdo, serda abordado o problema e a metodologia de desenvolvimento do modelo
empregado para estudo e descri¢do qualitativa do comportamento alimentar normal e induzido
pelo jejum em ratos. Apos a revisdo sobre a divisdo conceitual e a fungdo dos componentes da
amigdala e, mais especificamente, da AMe e de seu subnucleo AMePD, no segundo artigo
sera descrito o efeito de sua manipulagdo experimental, apds cirurgia estereotaxica para
implantacio de canula e de microinjecdo de glutamato, quanto aos efeitos desse
neurotransmissor, comparativamente a condi¢do e substancia controle, no comportamento

alimentar, glicemia e insulinemia pos-prandiais de ratos machos adultos. Este artigo apresenta
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resultados inéditos desta ultima parte experimental e esta na forma tal qual a ser submetido

para publicagdo.

Ou seja, o primeiro objetivo do presente estudo ¢ o de estabelecer um modelo para
estudo do comportamento alimentar, glicemia e insulinemia de ratos mantidos em condi¢do de
laboratoério e frente a formulagdes dietéticas diferentes permitindo e quantificando as escolhas
dos animais estudados. O segundo objetivo da presente dissertacdo ¢ estudar o efeito da
microinjecdo de glutamato diretamente na AMePD de ratos e testar o comportamento
alimentar, glicemia e insulinemia de ratos mantidos nas mesmas condi¢cdes experimentais e
frente a escolhas de formulagdes dietéticas diferentes. Ambos os procedimentos foram
aprovados pelo Comité de Etica e Pesquisa da UFCSPA (parecer n° 139/06). O primeiro
artigo, em portugués, esta colocado nos moldes da Revista de Nutri¢ao / Brazilian Journal of
Nutrition (instrugdes para autores: http://www.scielo.br/revistas/rn/pinstruc.htm) e o segundo,
em inglés, para ser submetido a American Journal of Physiology — Regulatory, Integrative
and Comparative Physiology e de acordo com suas normas para autores (http://www.the-

aps.org/publications/i4a/index.htm).


http://www.scielo.br/revistas/rn/pinstruc.htm
http://www.the-aps.org/publications/i4a/index.htm
http://www.the-aps.org/publications/i4a/index.htm

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 AMIGDALA

A amigdala, ou complexo amigdaliano', constitui-se de niicleos subcorticais que se
situam na por¢do medial do lobo temporal, lateral ao hipotadlamo, ventral ao estriado e
estendendo-se até a parte terminal do corno inferior do ventriculo lateral no encéfalo de

mamiferos (KNAPSKA, 2007).

Ao longo do tempo, diversas formas de divisdo para a amigdala foram propostas.
Existe, no entanto, consideravel debate sobre sua subdivisdo em nucleos em varias espécies
animais (SWANSON; PETROVICH, 1998; NEWMAN, 2002, PITKANEN et al., 2000;
RASIA-FILHO et al., 2000, 2004). Outro motivo de discussdo refere-se aos limites
anatomicos extremos da amigdala, os quais permanecem ainda controversos (SWANSON;
PETROVICH, 1998; de OLMOS et al., 1999; NEWMAN, 2002; de OLMOS et al., 2004).
Price e colaboradores (1987) propuseram um esquema unico de classificagdo dos nucleos

amigdalianos de ratos, gatos e macacos dividindo a amigdala desses animais em trés grandes

1 Embora a terminologia anatomica nomeie esta estrutura como “corpo amigdal6ide” na parte basilar do
telencéfalo, por definicdo encontrada em dicionario da lingua potuguesa, “amigdaliano” ¢ algo relativo ou

pertencente a amigdala, enquanto “amigdaldide” ¢ semelhante a amigdala (RASIA-FILHO; HILBIG, 2005).
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por¢des: nucleo basolateral (ABL), do qual fariam parte os subnucleos lateral (ABLI), basal, e
basal acessorio e que estariam amplamente interconectados com o neocoértex; por¢ao cortical
medial (ACOM), que corresponderia aos subnucleos cortical, a amigdala medial (AMe, tema
desta dissertacdo e para a qual dar-se-4 maior atencao a seguir), o cortex periamigdalédide e o
nucleo do trato olfatorio lateral, relacionados com o sistema olfativo principal e acessorio; e,
por ultimo, ACe e area amigdaldide anterior (AA), que estariam envolvidos com atividades
“vegetativas” que, neste texto, serdo tratadas como simpaticas e parassimpaticas (para

comentario sobre o termo “vegetativo”, veja-se RASIA-FILHO, 2006).

Swanson e Petrovich (1998) sugeriram que a amigdala, que ndo ¢ nem uma unidade
anatomica e nem funcional, pudesse agrupar um niumero de nicleos que parecem ser partes
diferenciadas do cortex cerebral, do claustro e do estriado, pertencendo a quatro sistemas
funcionais: 1) do simpatico e parassimpatico, composto pela ACe; 2) cortical fronto-temporal,
composto pelos nucleos ABL e ABL anterior (ABLa) e ABLI; 3) do bulbo olfatério acessorio
(AOB), formado pela AMe e, 4) olfatdrio principal, relacionado com os demais nticleos. Em
outras palavras, estruturalmente, a amigdala poderia consistir de uma divisdo estriatal,
formada pela AA e pela AMe e a ACe, e de uma divisao cortical que corresponderia & ABLa
e posterior (ABLp), aos nucleos basomedial anterior (ABMa) e posterior (ABMp),
cortical postero-medial (ACOpm) e pdstero-lateral (ACOpl), cortical anterior (ACOa), lateral
(ACQI) e posterior (ACOp), area amigdaldide piriforme (AAP) e area piriforme de transicao

(SWANSON; PETROVICH, 1998; PETROVICH et al., 2001).

Estudos recentes, sobre a classificacdo da amigdala em ratos apresentam-na dividida
em trés regides (FIGURA 1), de acordo com critérios citoarquitetonicos, quimioarquitetonicos
e de suas conexdes, a saber: 1) amigdala basolateral, que ¢ constituida por uma extensao
ventromedial da camada mais profunda do cortex cerebral (nucleos lateral, basal e

basolateral); 2) amigdala centromedial, que ¢ uma extensdo ventromedial especializada do
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estriado (sendo dividida em ACe e AMe, assim como da parte amigdaldide do nucleo
intersticial da estria terminal - BNST -) e, 3) amigdala com caracteristicas corticais, que ¢
subdividida em porgdes relacionadas com as vias olfativa e vomeronasal (KNAPSKA et al.,
2007). Além disso, a amigdala também possui regides de transi¢do, situadas entre a porgao
ventral do estriado ¢ o hipocampo, nucleos intercalados e nucleos ainda nado classificados
(ALHEID et al., 1995; de OLMOS et al., 2004). Ainda neste sentido, uma das classificagdes
mais utilizadas foi sugerida por de Olmos e colaboradores (como revisado em de OLMOS et
al., 2004) que considera a AMe ¢ a ACe como pertencentes a “amigdala expandida”, pois
ambos os nucleos parecem ter estruturas homoélogas que avangcam os limites anatomicos da

amigdala.

Qualquer que seja o modelo atual de estudo da organiza¢dao da amigdala indica que, de
fato, ela ndo ¢ homogénea em termos estruturais ou funcionais, mas sim ¢ definida como um
conjunto heterogéneo de grupos celulares que originalmente foram considerados como de
uma mesma estrutura por causa de sua proximidade anatdomica (SWANSON; PETROVICH,
1998). Em ratos, esses nucleos desempenham uma variedade de fungdes, incluindo
percepgodes de estimulos olfativos e hormonais, a modulagiao de respostas emocionais, como
as relacionadas a estimulos estressantes, respostas a estimulos gerados por medo e ansiedade,
modula¢do do comportamento reprodutivo e participagdo na aquisi¢do do aprendizado e da
memoria condicionada, dentre outras acdes relevantes (KLING; BROTHERS, 1992;
LeDOUX, 1992; EVERITT, 1995; KONDO; ARAI, 1995; WOOD; NEWMAN, 1995;
QUIRK et al., 1995; CANTERAS et al., 1997; GUILLAMON; SEGOVIA, 1997;
SWANSON; PRETOVICH, 1998; DAVIS, 2000; PITKANEN, 2000; MARCUZZO et al.,
2007; RASIA-FILHO et al., 2004; 2008). Bascado em suas conexdes intrinsecas e
extrinsecas, Gallagher e Chiba (1996) sugeriram que os diversos nicleos da amigdala servem

nao somente para a regulacdo dos estados emocionais internos que motivam comportamentos,
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mas podem também ser importantes para a avaliagdo cognitiva do impacto emocional de

informagdes sensoriais complexas. Uma dessas regioes relevantes para tanto ¢ a AMe.

dorsal

medial Qlateral

ventral

BOT

FIGURA 1. Desenho esquematico da parte ventral do encéfalo do rato, a partir de secgdo
coronal. Divisdes e subdivisdes da amigdala de ratos. O complexo amigdaldide poderia ser
dividido em trés grupos: amigdala basolateral (verde); amigdala centromedial (laranja), e
amigdala cortical (marrom). Os nucleos intercalados sdo indicados em cinza escuro (In).
BOT, nucleo intersticial do trato olfatério; CEc, ntcleo central, subdivisdo capsular; CEIL,
nucleo central, subdivisao lateral; CEm, ntcleo central, subdivisdo medial; COa, nucleo
cortical, subdivisao anterior; Cop, nucleo cortical, subdivisdo posterior; Bi, nucleo basal,
subdivisdo intermedidria; Bpc, nucleo basal, subdivisdo parvocelular; BMmec, ntcleo
basomedial, subdivisdo magnocelular; BMpc, nticleo basomedial , subdivisdo parvocelular;
Ld, nucleo lateral , subdivisdo dorsal; Lvm, nucleo lateral, subdivisdo ventromedial; Lvl,
nucleo lateral, subdivisdo ventrolateral; Md, nucleo medial, divisdo dorsal; Mv, nucleo
medial, divisdo ventral; Pir, cortex piriforme, abreviatura conforme original. Figura adapdata
de KNAPSKA et al. (2007).

2.1.1 Amigdala Medial

Em ratos, a AMe ¢ uma estrutura igualmente heterogénea e ¢ um dos nucleos
superficiais do complexo amigdaliano que, ao longo de sua extensdo, esta em contato direto
com a regido lateral do trato optico (TO) e ventral a estria terminal (ST) em sua parte mais

posterior. A AMe encontra-se em posicao medial e posterior ao ntcleo do trato olfatério e,
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como limite posterior, localiza-se aproximadamente onde surgem os ventriculos cerebrais no
lobo temporal (de OLMOS et al., 2004). Dorsalmente a AMe ¢ separada da porgdo medial da
ACe por uma regido pobre em células, a qual ¢ substituida mais ventralmente e caudalmente
pelo BNST (ALHEID et al., 1995). Caudalmente, o grupo de nucleos intercalados (In) da
amigdala separa a AMe da ABL. Também caudalmente, e em posicao dorsal, grupos de fibras
que trafegam pela ST apresentam-se interpostas entre a AMe e outros nucleos adjacentes da
amigdala (ALHEID et al., 1995; PETROVICH et al., 2000; PITKANEN, 2000; de OLMOS

et al., 2004).

Conforme Pitkdnen (2000), a AMe poderia ser dividida em trés regides: rostral, central
(porgdo dorsal e ventral) e caudal. Alheid et al. (1995), Canteras et al. (1995) e de Olmos et
al. (2004) dividem-na nos subnucleos antero-dorsal (AMeAD), antero-ventral (AMeAV),
AMePD e postero-ventral (AMePV; FIGURA 2). E, em funcao de suas conexdes, ela pode ser
organizada em uma regido rostral ou anterior, da qual fazem parte a AMeAD, a AMeAV ¢ a
AMePV, e uma regido caudal ou posterior, constituida pela AMePD (CANTERAS et al.,
1995). Resultados mais recentes e achados hodoldgicos funcionais nao permitem considerar a
AMeAD e a AMePV como se fossem componentes de uma Unica regido “ventral”
(DALL’OGLIO et al., 2008). Com isso e outros dados imunocitoquimicos, Wood ¢ Newman
(1995) propuseram que a regido anterior da AMe estaria principalmente sendo influenciada
por informagdes olfativas e a regido posterior, pelos hormodnios gonadais. Essa divisdo
anatomo-funcional ndo ¢ absolutamente restritiva, porque ha receptores para esterdides
sexuais ¢ conexdes sinapticas reciprocas em todas as regides da AMe (LEHMAN et al., 1982;
OSTERLUND et al., 1998; NEWMAN, 2002; SIMERLY, 2004). Nio obstante, as regides
anterior e posterior da AMe devem ser estudadas separadamente a fim de que particularidades
tanto morfologicas quanto funcionais dos subnucleos nessas duas por¢des possam ser melhor

detectadas. Isto é, ao contrario de identificar propriedades Unicas para uma mesma estrutura
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heterogénea como ¢ a AMe, com esse maior detalhamento ¢ possivel que diferengas sutis
entre seus subnucleos possam ser encontradas (LEHMAN et al., 1982; NEWMAN, 2002;
MAREN, 1996; OSTERLUND et al., 1998; RASIA-FILHO et al., 1999, 2002, 2004;

SIMERLY, 2004; DALL’OGLIO et al., 2008).

dorsal
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FIGURA 2. Representacdo esquematica de cortes coronais do encéfalo do rato onde se pode
observar os quatros subnucleos da amigdala medial, a saber: antero-dorsal (AMeAD, em
amarelo), antero-ventral (AMeAV, em verde), poéstero-dorsal (AMePD, em azul) e postero-
ventral (AMePV, em vermelho). Os valores em mm colocados no lado direito das imagens
referem-se as distancias posteriores ao bregma. As coordenadas espaciais referem-se ao
hemisfério direito e sdo dorsal (D), ventral (V), medial (M) e lateral (L). Figuras adaptadas do
atlas do encéfalo do rato de Paxinos e Watson (1998) e reproduzida com a autorizacdo de
Quagliotto (2006).
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A AMePD, situada de forma adjacente ao TO e ventral a ST na parte do telencéfalo
ventral (FIGURA 3), em cortes histologicos coronais corados pela técnica de Nissl aparece
com a forma de um tridngulo alongado, com uma base ventral que se estende no tergo
caudal da AMe (ALHEID et al., 1995; de OLMOS et al., 2004). A AMePD apresenta, como
caracteristica citoarquitetonica, uma regido de células densamente agrupadas medialmente, as
quais se estendem superficialmente e profundamente, que estdo separadas por uma regido
intermediaria de células esparsas, e relativamente distantes de uma terceira coluna de células
orientadas paralelamente e mais lateralmente, estas ja no limite provavel deste subntcleo

(ALHEID et al., 1995; de OLMOS et al., 2004; FIGURA 3).

A parte celular da AMePD tem no contorno medial uma ‘“camada molecular”
constituida de poucas células e que se estreita dorsalmente e rostralmente até desaparecer por
completo na AMeAD (de OLMOS et al., 2004; WINANS; SCALIA, 1970). Esta dita
“camada molecular” corresponde na verdade ao feixe de axonios que forma a via eferente do
nicleo proprio da via olfatoria acessoria (de OLMOS et al.,, 2004) e que, de forma
equivocada, foi incluida como constituinte da AMePD em estudo recente (GUIRADO et al.,

2008).

A maioria das aferéncias neuronais que chegam aos subnucleos da AMe sdo
provenientes diretamente do AOB, que envolve estimulos de ferdmonios que atuam no 6rgao
vomeronasal (OTTERSEN et al., 1980; PITKANEN, 2000; WESTBERRY, 2003).
Basicamente, as demais aferéncias sdo provenientes do cortex cerebral pré-frontal, do BST e
de varios nucleos do hipotdlamo, algumas claramente reciprocas, envolvidas com a
modula¢do da atividade neuroendécrina e da emissdao de varios comportamentos sociais
(McDONALD, 1998; PETROVICH et al., 2001; DONG et al., 2001). Ha, também, aferéncias
mais modestas de regides do telencéfalo basal, e de nicleos do tdlamo, da regido dorsal da

ponte relacionada com informagdes somadticas e viscerais, de grupos celulares da rafe
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mesencefalica ¢ do locus ceruleus (JONES et al., 1977, 1999; AZMITIA et al., 1978;
OTTERSEN et al., 1979, 1980, 1981; GROOVE, 1988; OHTAKE; YAMANDA, 1989;

HERBERT et al., 1990; McDONALD, 1998; PITKANEN, 2000; KNAPSKA et al., 2007 ;

FIGURA 3).
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FIGURA 3. Conexdes aferentes (& esquerda) e eferentes (a direita) demonstradas de forma
geral para os componentes do nucleo medial da amigdala de ratos. Figura modificada de
KNAPSKA, 2007.

Grande parte dos axonios de projecdo deixa a AMe via ST ou pela al¢a peduncular
(via amigdalo-fugal) indo, a seguir, em direcdo a regides telencefalicas ou diencefalicas. A
AMeAD pode utilizar a al¢a peduncular, enquanto a AMePV e a AMePD valem-se da ST
como via eferente preferencial (SWANSON et al., 1979; de OLMOS et al., 2004; SIMERLY,
2004). Para suas fungdes, os quatro subnucleos da AMe apresentam evidentes conexdes entre

si, relacionam-se com outros nucleos intra-amigdalianos, como a AA, a ACe, o ABL, os
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nucleos corticais, a AL, o nucleo posterior (zona de transicao amigdala-hipocampal), a AAP e
o trato olfatorio acessério, ¢ com uma grande quantidade de estruturas encefalicas como o
AOB, nucleo olfatério anterior, cortex pré-frontal, cortex piriforme, nicleo endopiriforme, a
faixa diagonal de Broca, o estriado e o claustro, o NAc, a area septal, area entorrinal e o
subiculo, a substancia inominata, o BST e seus componentes, varios ntcleos hipotalamicos
[pré-optico, anterior, VMH, dorsomedial (DMH), LHA, ARC, periventricular, posterior e pré-
mamilar ventral], varios nucleos talamicos, a area tegmental ventral e os nucleos da rafe
(CANTERAS et al., 1995; McDONALD, 1998; PETROVICH et al., 2001; DONG et al.,
2001; CAVALCANTE et al., 2006, FIGURA 3). Com relevancia a presente dissertagdo, ha
conexdes ou aferentes ou eferentes com os nucleos hipotalamicos previamente relacionados
com o comportamento alimentar, a saber o VMH, o ARC e a LHA, além do NAc, associado

funcionalmente e importante para a plena expressao de tal atividade (BERTHOUD, 2002).

Ademais, a AMe tem sido descrita como uma regido moduladora da memoria e do
aprendizado onde o componente emocional esteja envolvido ( ALLEN; ALLEN, 1974;
AGGLETON; BLINT, 1989; SHINDOU et al., 1993; CANTERAS et al., 1995;
WATANABE et al.,, 1995; ROOZENDAAL; MCGAUGH, 1996; RASIA-FILHO et al.,
2000). Isso foi observado em testes de esquiva inibitoria (ROOZENDAAL; McGAUGH,
1996), nas respostas neuroenddcrinas a um evento estressor (McGAUGH, 1992; LU et al.,
1995; DAYAS et al., 1999) e em uma série de testes de comportamentos sociais, tais como o
agressivo (SLODDART-APTER; MAC DONNELL, 1980; VOCHTELOO; KOOLHAAS,
1987; SIEGEL; BRUTS 1990; HINES et al., 1992; DIELENBERG et al., 2001), defensivo
(SHAIKH et al., 1993; BOLHUIS, 1984), sexual (RASIA-FILHO et al., 1991; KONDO,
1992; WONG et al., 1993; MEISEL; SACHS, 1994; KONDO; ARAI 1995; NEWMAN,
1999; DOMINGUEZ; HULL, 2001) ¢ maternal (NUMAN et al., 1993; MORGAN et al.,

1999; SHEEHAN et al., 2000). Isso pode ser importante porque se considera que o controle



27

da ingestdo alimentar depende da habilidade dos animais em codificar e representar na
memoria uma variedade de informagdes sobre suas experi€éncias com o que foi comido

(TRACY etal., 2001).

Para o que tange esta dissertacdo, dentre as atividades amplas da AMe e outros
nucleos associados, a amigdala foi relacionada com muitos aspectos da regulacdo do
comportamento alimentar (FISHER, 1969) como, por exemplo, com a existéncia de uma
ligacdo morfologica entre as areas lateral e medial da amigdala com o hipotalamo, de forma
geral (FONBERG, 1977). Lesoes eletroliticas em nucleos da amigdala influenciaram o
comportamento de ingestdo hidrica e alimentar, embora com resultados controversos
(OOMURA et al., 1970; SUTIN et al., 1975; FONBERG, 1977; De OLMOS et al., 1985;
LUITEN et al., 1987, ALHEID; HEIMER, 1988). Por causa de sua hodologia e fungdo
descrita at¢ o0 momento, esta dissertagdo buscou esclarecer se a AMePD participa do controle
neural do comportamento alimentar valendo-se de glutamato, principal neurotransmissor
excitatorio no SN de mamiferos, para tanto, como sera descrito a seguir. A AMePD, além de
ter conexao sinaptica com a AL, a ABL e a ACe, estabelece conexdes sinapticas reciprocas
com o cortex entorrinal, o qual envia conexdes para os componentes do sistema olfatdrio,
inclusive a ABL (CANTERAS et al., 1995; SMITH et al., 1997; VINADER-CAEROLS et
al., 1998; PETROVICH et al., 2001). Isso poderia colocar a AMePD em condigao direta para
modular o circuito que emite projegdes entre o hipocampo, outros nucleos amigdalianos ¢ a
forma¢do de memoria declarativa de longa-duragdo, inclusive no que diz respeito a
transmissdo de informagdo social e ambiental que pode afetar a preferéncia alimentar

(CANTERAS et al., 1995; STETTER et al., 1995).

Ainda, a AMePD ¢ influenciada por informag¢des vomeronasais provenientes do AOB
que chega, primeiramente, na AMeAD (BRESSLER, 1996; GUILLAMON; SEGOVIA,

1997; McDONALD, 1998; MEREDITH;WESTBERRY, 2004). A AMePD, por sua vez,
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reconhece a relevancia social do estimulo olfativo e, via nucleos intercalados da amigdala,
determina se a AMePD serd estimulada ou ndo (MEREDITH; WESTBERRY, 2004). Essa
aferéncia a AMePD envolve um componente direto excitatdrio e interneurénios locais
inibitorios (BIAN et al., 2008), que, a seguir, ativam vias de proje¢do a nucleos hipotalamicos
igualmente ou excitatorias ou inibitorias (CARRER et al., 1978; POLSTON et al., 2004;
BIAN et al., 2008). Fatores sociais e estimulos sensoriais influenciam a preferéncia alimentar
como a exposi¢do ao odor o que, experimentalmente, pode se refletir em uma situagdo em
que o animal prefere uma dieta com algum odor familiar em relagio a uma dieta
completamente nova (STETTER et al.,, 1995). Como resultante, a AMePD, processa
informagdes olfatorias e essas sdo enviadas para areas motoras e neuroendocrinas envolvendo
diferentes ntcleos do hipotadlamo e, a seguir, também para o tronco encefalico (LEHMAN et
al., 1982; CANTERAS et al., 1995; KONDO et al., 1995; DOMINGUEZ et al., 2001;

PETROVICH et al., 2001).

2.2 GLUTAMATO

Claro esta que todas as interacdes entre as areas do SNC, mecanismos de regulagdo e
controle neural do comportamento alimentar envolvem sinapses e seus neurotransmissores. O
glutamato, por ser o principal neurotransmissor excitatério do encéfalo de mamiferos
(OZAWA et al., 1998; TANAKA et al., 2000; TAPIERO et al., 2002), tem sido investigado

quanto ao envolvimento na modula¢ao do comportamento alimentar.

O glutamato ¢ sintetizado nos terminais pré-sinapticos principalmente a partir da
glutamina e pela acdo da glutaminase e ¢ estocado em vesiculas onde sua concentracao pode
chegar a 100 mM (MELDRUM, 2000; FIGURA 4). Os receptores para o glutamato sdo

classificados em ionotropicos (iGluRs), estruturalmente contendo um canal i6nico, e
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metabotropicos (mGluRs). Os mGluRs, por sua vez, sdo receptores acoplados a proteinas
ligantes de guanosina trifosfato por proteina G e, baseado na seqiiéncia de aminoacidos que
apresentam, podem ser agrupados em trés grupos distintos: Grupo I, do qual fazem parte os
subtipos mGIluR1 ¢ mGluRS; Grupo II, que inclui os subtipos mGIluR2 ¢ mGluR3; ¢ Grupo
11, que compreende os subtipos mGluR4, mGluR6, mGluR7 ¢ mGIluR8 (OZAWA et al.,
1998, MATSUMURA et al., 1999). Esta subdivisdo também leva em consideragdo
caracteristicas farmacologicas ¢ os mecanismos de transdugdo dos diferentes subtipos de
mGluRs. Os mGluRs do Grupo I estimulam a fosfolipase C e a hidrolise de fosfatidilinositol-
4,5-bifosfato, enquanto os mGluRs dos Grupos II e IIl inibem a adenilato ciclase e,
conseqiientemente, a sintese de adenosina monofosfato ciclica (OZAWA et al., 1998;

MATSUMURA et al., 1999; TAPIERO et al., 2002).
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FIGURA 4. Sintese de glutamato, atuacdo a partir da fenda sindptica e interagdo entre
neurdnios e glia. Figura adaptada de PURVES et al., 2001.
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Stratford e colaboradores (1998) demonstraram que o bloqueio dos agonistas dos
receptores  ionotropicos de glutamato, mormente o a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolpropionato (AMPA) e o cainato, quando na parte externa do NAc aumentam a
ingestdo alimentar em ratos. Além disso, a inje¢do de AMPA nessa estrutura é capaz de
suprimir o consumo alimentar mesmo em animais submetidos a periodos de privagdo
alimentar anterior. Microinjecdes de glutamato, cainato, AMPA ou N-metil-D-aspartato
(NMDA) na LHA também provocam uma intensa resposta de aumento do comportamento
alimentar em ratos mesmo que saciados (STANLEY et al., 1993; DUVA et al., 2002). No que
tange a regulacao do comportamento alimentar, glutamato ¢ NPY poderiam atuar gerando o
mesmo resultado, ma vez que o estimulo a ingestdo alimentar provocado pela inje¢ao de NPY
diretamente no hipotdlamo (na LHA e no PFH) ¢ dependente da ativacdo de receptores
NMDA (LEE; STANLEY, 2005). E possivel que o glutamato na LHA esteja envolvido no
controle fisiolégico do comportamento alimentar pois estudos de microdialise in Vvivo
demonstram um aumento na liberagcdo de glutamato na LHA tuberal no inicio da alimentacao
(RADA et al., 1997; 2003). Em contraste, a sintese de glutamato na parte externa do NAc
mostra-se diminuida quando associada a ingestdo de alimentos (RADA et al., 1997),

demonstrando que o tipo de resposta observada na LHA nao ¢ comum para todo o encéfalo

(THONGKHAO-ON et al., 2008).

O glutamato ¢ o GABA provéem a principal transmissdo sinaptica nos diversos
nicleos da amigdala (DAVIS et al., 1994, MAREN, 1996; SMITH; DUDEK, 1996;
SINGEWALD, 2000; OBERTO et al., 2001). Neuronios glutamatérgicos estdo densamente
representados na AMePD, bem como transportadores de glutamato do tipo
EAACI(SIMMONS; YAHR, 2003). Os receptores glutamatérgicos presentes na AMePD sao
principalmente do tipo AMPA ¢ NMDA (WATANABE et al., 1993), estes receptores sao

ativados na atividade copulatoria de ratos, principalmente na ejaculacdo (SIMMONS; YAHR,
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2003). Contudo, ainda sdo escassos os estudos que demonstram qual a participacdo da
atividade glutamatérgica da AMe sobre o controle do comportamento alimentar até o
momento. Na AMePD pode-se encontrar varios neurotransmissores e neuromoduladores
como glutamato, GABA, histamina (HA), CCK, encefalinas, somatostatina, substancia P e
angiotensina II, por exemplo (KAKINOKI, 1998; FLODD, 1998; HERBERT et al., 1990;
JONES et al., 1999; MATSUMURA et al., 1999; AVERILL et al., 2000; YILMAZER et al.,
2003; JIANG et al., 2005). Embora o glutamato ndo seja o Unico transmissor quimico,
recentemente descreveu-se que ele estd presente nas aferéncias relacionadas com vias diretas
ou indiretas do bulbo olfativo acessorio e que gera respostas eletrofisiologicas excitatorias
evidentes nos neurdnios da AMePD (BIAN et al., 2008). A conseqiiéncia funcional do
aumento de potenciais de acdo dos neuronios da AMePD em relagdo a seus locais de
invervac¢do no hipotalamo é, contudo, tanto excitatoria como inibitéria (BIAN et al., 2008;
CARRER et al., 1978; POLSTON et al., 2004). Isso parece ser dependente da via utilizada,
ou seja, resposta inibitdrias ocorrem em maior propor¢ao na inervacao do nucleo principal do
BST (CANTERAS et al., 1995), tanto excitatorias quanto inibitorias na area pré-optica medial
hipotaldmica e mais excitatorias do que inibitérias no VMH (PETROVICH, 2001). Como
ainda ndo esta claro o que o glutamato pode fazer quando microinjetado na AMePD sobre o
comportamento alimentar e a escolha de macronutrientes na dieta de ratos, a presente

dissertacdo teve por objetivo gerar os primeiros conhecimentos neste tema.

2.3 COMPORTAMENTO ALIMENTAR

A génese do comportamento alimentar ¢ decorrente de uma complexa organizagao
neuroglial, que envolve vérias areas do sistema nervoso, com aferéncias sensoriais e

eferéncias para fazer surgir tal comportamento ou para modula-lo em todo seu espectro,



32

incluindo o desenvolvimento da saciedade alimentar (BERTHOUD, 2004). O tipo de alimento
procurado e, quando ha sucesso, ingerido, pode ser diferente entre as espécies, estando a
ingestao alimentar modulada pela disponibilidade de alimentos no ambiente e pela interagao
entre substancias hormonais liberadas por tecidos periféricos e transmissores quimicos
presentes em diferentes areas do SNC (THIBAULT; BOOTH, 1999). Com a intencdo de
avancar esses conhecimentos, varios estudos t€ém sido conduzidos em ratos e camundongos
utilizando-se de lesdes eletroliticas ou por neurotoxinas (KING et al., 1998; BUGARITH et
al., 2005), microinjegdes de transmissores quimicos ou de agentes farmacoldgicos
(SHIMBARA et al., 2004, TEMPEL et al., 1988) ou estudos de expressio génica de
neuropeptideos apds o comportamento alimentar de animais mantidos em condi¢des de

laboratorio (PRIMEAUX et al., 2006; WANG et al., 1999).

Por exemplo, apesar de muitos mecanismos de regulagdo central da ingestdo alimentar
permanecerem desconhecidos, o envolvimento de algumas regides ¢ notavel, como € o caso
dos nucleos hipotalamicos ARC, PVN, VMH, DMH e a LHA (LOPEZ et al., 2007) ou,
adicionalmente, a AMe (ROLLINS; KING, 2000). Entre os nucleos hipotalamicos, o ARC
apresenta grande importancia, principalmente por apresentar receptores para a leptina e para a
insulina e expressar os neuropeptideos orexigénicos AgRP e NPY, assim como os
neuropeptideos anorexigénicos a-MSH ¢ CART (BROBERGER et al., 1998; ELIAS et al.,
1998). Axonios contendo esses neuropeptideos projetam-se tanto para neurdnios do PVN que
expressam o TRH, o hormoénio liberador de corticotrofina (CRH) e a ocitocina (OX), como
para a LHA, onde se expressa o0 MCH (SCHWARTZ, 2000). Consistente com essa idéia,
evidéncias sugerem que a leptina produza sua acdo, em parte, regulando a liberacdo de NPY
pelo ARC, enquanto a administragdo cronica de NPY por via intracerebroventricular (icv)
simula o fendtipo da deficiéncia de leptina e produz hiperfagia, obesidade e inibi¢do na

producdo de hormonio do crescimento (STANLEY et al., 1986).
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Adicionalmente, os mecanismos centrais envolvidos na selecdo ou preferéncia por
macronutrientes especificos ndo estdo claros, mas se sabe que varios neuropeptideos e
inibidores metabdlicos podem influenciar o comportamento de escolha do alimento a ser
ingerido, quando administrados diretamente no encéfalo ou perifericamente. Isso ocorre com
o NPY, a 2-deoxi-D-glicose (2-DG) e o P-mercaptoacetato que podem promovem um
aumento preferencial na ingestdo de uma dieta com alto teor de carboidratos quando
administrados intraperitonealmente (KANAREK, et al., 1983; LEIBOWITZ et al., 1992;
SINGER et al.,, 1998). Ja farmacos agonistas dos receptores p para opidides estdo
relacionados com elevacdo no consumo preferencial de uma dieta com alto teor de proteina
quando injetados perifericamente em ratos com lesdo no PVN (SHOR-POSNER et al., 1986).
Porém, este mesmo estudo descreve que ratos submetidos a periodos de privagdo alimentar e
subseqliente livre acesso a dieta por um periodo determinado de 6h, consomem
preferentemente ragdo com alto teor de lipideo, sem alterar significativamente o valor caldrico
total ingerido. Esses dados corroboram os resultados apresentados por Ookuma e
colaboradores (1997) que descrevem um aumento no consumo de dieta com alto teor de
lipideo quando comparado com outra de baixo teor de lipideo, mas rica em carboidrato, em
ratos injetados por via icv com agonistas dos receptores p para opidides. Ja a enteroestatina,
peptideo que induz a saciedade em ratos, inibe o consumo de dieta rica em lipideo, mas nao
uma dieta com grande quantidade de carboidratos, mesmo em ratos submetidos a privagao

alimentar durante o ciclo escuro (OKADA et al., 1992; OOKUMA et al., 1997).

Por sua vez, o lobo temporal tem sido relacionado com o controle da ingestdo de
alimentos desde 1888, quando Brown e Schafer demonstraram que o procedimento de
lobotomia temporal em macacos resultava em ingestdo alimentar praticamente insaciavel.
Estudos posteriores, como os de Kliiver e Bucy (1939), confirmaram a ocorréncia de

comportamentos de hiperfagia e obesidade em macacos e seres humanos com danos no lobo
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temporal bilateral ou ap6s lobotomia temporal (revisados em PRIBRAM et al., 1953;
TERZIAN; ORE, 1955; MARLOWE et al., 1975). Mais especificamente, tais resultados
comportamentais foram igualmente observados em macacos com resseccdo bilateral do
complexo amigdaliano e do coértex temporal adjacente (SCHWARTZBAUM, 1961). A
amigdala, estudada de um modo geral, também parece ser responsiva a agdo de f-
mercaptoacetato (RITTER; HUTTON, 1995), NPY (KOKARE et al., 2005), 2-DG
(TORDOFF et al., 1982), galanina (CORWIN et al., 1993) e opidides (GLASS et al., 2000),
embasando ainda mais sua participagdo no controle do comportamento alimentar. Um dos
exemplos ¢ o achado de que a enteroestatina quando injetada na ACe, além de induzir a
ativagdo do gene C-fos em neurdnios que expressam a-MSH no ARC e de diminuir a
expressdo de AgRP na LHA e ACe, reduz seletivamente a ingestdo de dieta a base de lipideo,

por agdes que parecem envolver componentes serotonérgicos no PVN (LIN; YORK, 1997).

Proxima ao cortex gustativo primario e a LHA, alguns nucleos da amigdala recebem
aferéncias gustativas diretamente do NTS e do PBN (BERTHOUD, 2002; 2004; FIGURA 5).
Associadamente com o BNST, a AMePD parece ser o sitio com resultados mais notaveis na
modulacdo do comportamento alimentar, onde lesdes eletroliticas estdo relacionadas com
hiperfagia e obesidade em ratas (ROLLINS; KING, 2000). Lesdes eletroliticas nas areas
ABL, ACe ou ACOM nao resultam em aumentos substanciais de ingestdo alimentar ou ganho
de peso como os alcangados quando estdo lesadas amplamente a “regido postero-dorsal da
amigdala”, estudada como um todo e sem especificagdo de um tunico nicleo (ROLLINS;
KING, 2000). Por exemplo, ratas podem ter aumentos de 50-80g de peso corporal ao longo
dos primeiros 20 dias poés-lesdo dessa ampla “regido postero-dorsal” amigdaliana (KING et
al., 1996b). Este ganho de peso ¢é nitidamente mais expressivo em fémeas do que em machos
(KING et al., 1999). Além de desencadearem hiperfagia ¢ moderada obesidade em ratas

(KING et al., 1993a; KING et al., 1993b; KING et al., 1994; KING et al., 1996a; KING et
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al., 1996b; KING et al., 1996c), lesdes que englobam também a AMePD resultam, muitas
vezes, em degeneragdes do VMH (KING et al., 1997). Ndo obstante, as lesdes que englobam
o AMePD diferem notadamente das ocorridas no VMH em certos aspectos especificos, como
a forte preferéncia por dietas com alto teor de carboidratos (KING et al., 1998), o que sugere
que diferentes mecanismos neurais em série ou em paralelo entre a parte posterior da AMe, o

BNST e o0 VMH estao sendo envolvidos para a modulagdo do comportamento alimentar.

Embora n3o haja muitos estudos descrevendo em quais areas do SNC possa-se
determinar a escolha de macronutrientes da dieta a serem ingeridos, ha os que demonstraram
que ratos com lesdes na regido do VMH preferem dietas com alto teor de lipideos (ANDIK et
al., 1957, CORBIT, et al., 1964; CARLISLE; STELLAR, 1969; KRAMER; GOLD, 1980;
KANAREK, et al., 1981) enquanto animais com lesdes amplas na regido onde esta a AMePD
demonstram preferéncia por dietas ricas em carboidratos (KING et al., 1997; KING et al.,
1998). Dois grandes problemas metodologicos desses estudos sdo que ndo se controlaram as
variagdes hormonais nas ratas adultas, as quais foram estudadas indiscriminadamente ao
longo das diferentes fases do ciclo estral; e, que lesdes eletroliticas destroem tanto axonios
locais quanto axonios de passagem no local afetado (nesses casos englobando amplamente a

AMePD, a ST, o BNST e os territérios adjacentes a si).

De forma complementar neste raciocinio, sugere-se que a insulina possa ter um papel
na escolha do macronutriente a ser ingerido na dieta. Chavez e colaboradores (1996)
mostraram que a microinje¢do de insulina no terceiro ventriculo de ratos, que tinham oferta de
trés tipos de dieta e cada uma com um macronutriente especifico (carboidrato, proteina e
lipideo), resultou em redugdo seletiva somente na ingestdo de lipideos. Embora ratos com
lesdes na AMePD parecem apresentar hiperinsulinemia durante o periodo inicial de ingestao
alimentar apds periodo de restri¢do alimentar, quando comparados a grupo controle, a analise

estatistica dos dados ndo ratifica este tipo de conclusio (KING et al., 1996a).
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FIGURA 5. Conexoes neurais entre areas encefalicas relevantes para a génese e regulagao do
comportamento alimentar em ratos. ABL, ACe e AMe, nucleos basolateral, central, e medial
da amigdala; Ach, acetilcolina; ARC, ntcleo arqueado; DA, dopamina; GD, giro dentiado do
hipocampo; DMH, hipotalamo dorsomedial; Hist, histamina; 5-HT, serotonina; LC, locus
ceruleus; LHA, area hipotalamica lateral; MCH, horménio concentrador de melanina; NTS,
nucleo do trato solitdrio; MPOA, 4rea préoptica medial; NA, noradrenalina; PVN, nucleo
paraventricular; PBN, nucleo parabraquial; PPT, pedunculopontine tegmental area; RF,
formacgdo reticular; SubPVN, nucleo sub-paraventricular do hipotdlamo; N., nticleo; ORX,
orexina; VMH, nuacleo ventromedial; VTA, area tegmental ventral. Figura adaptada de
BERTHOUD, 2002.

As dietas mais utilizadas em experimentos de ingestao alimentar sdo basicamente de
dois modelos: as de formulagdes isoladas contendo carboidrato, proteina e lipideo acrescidos
de vitaminas e minerais ou a formulacdo contendo concomitantemente os trés
macronutrientes, vitaminas e minerais, variando sua classificacdo como hiperglicidica,
hiperprotéica ou hiperlipidica, de acordo com o macronutriente empregado em maior
quantidade (KANAREK, 1985). Por sua vez, os estudos empregando o método de
formulacdes isoladas fundamentam-se na preferéncia alimentar que ratos normalmente

apresentam ao escolher uma dieta adequada para crescimento e manutencdo de seu peso
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corporal mesmo quando expostos a possibilidade de sele¢do de quinze fontes alimentares
diferentes, ainda que essas variem amplamente em qualidade nutricional (KRATZ;
LEVITSKY, 1979; RICHTER, 1943; KON, 1931; GERARDO et al., 1991). Em estudos com
ratos, a utilizacdo do modelo de oferta de formulagdes isoladas contendo cada um dos trés
macronutrientes (glicidios, proteinas e lipideos) e acrescidos de vitaminas e minerais,
colocados em potes separados, constitui 0 modelo de “sele¢do de macronutrientes”, assim
chamado pelo fato de o préprio animal escolher a composicao da sua dieta e determinar o que
e quanto vai comer ao longo do tempo (MILLER et al., 1994). O modelo de selegdo de
macronutrientes tem sido empregado em diferentes estudos neurofisioldgicos, como nos testes
de consumo apoés privagao alimentar (WELCH et al., 1994; TEMPEL et al., 1989). O periodo
de jejum ¢é capaz de gerar, quando o animal passa a ter acesso a comida, selecdo e consumo de
uma dieta que reflete suas necessidades nutricionais € procura gerar um aporte calérico que
supra suas necessidades diarias a priori (RICHTER, 1943; RICHTER; SCHMIDT, 1941;

1945).

Nao obstante, muitas dificuldades sdo encontradas na literatura para se estabelecer um
padrdo de consumo alimentar basico entre ratos estudados em diferentes laboratorios e que
estejam recebendo o método de formulagdes isoladas de nutrientes, e isso sendo devido
principalmente as diferencas nas quantidades e tipos de macronutrientes utilizados e a falta de
descri¢do detalhada da metodologia para a preparagdo das dietas. Outros fatores
intervenientes no padrdo de consumo, como o sexo (KING, 2006) e a idade dos animais
(SCOTT; QUINT, 1946; TRIBE, 1955), tém contribuido da mesma forma para dificultar a
avalia¢do dos resultados obtidos, para estabelecer padronizagdes sobre o consumo alimentar e
comparagdes quanto a selecdo de nutrientes feita pelos animais estudados em diferentes
condi¢des experimentais. Uma nao uniformidade metodologica pode obscurecer resultados

relevantes e mesmo impedir comparagdes ou que se chegue a conclusdes para avangar o
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conhecimento em area relevante que ¢ esta a da neurofisiologia do comportamento alimentar.
O mesmo comentario geral vale para lesdes amplas que afetam varias areas encefalicas ao
mesmo tempo e, inespecificamente, podem estar destruindo neurénios locais e vias de
aferéncia/ eferéncia dessas e para outras regides, como ¢ o caso de lesdes amplas relatadas por

King e colaboradores.

A seguir serdo apresentados, na forma de dois artigos: a descrigdo do modelo
desenvolvido como contribui¢do para o estudo do comportamento alimentar de ratos mantidos
em ambiente experimental laboratorial; e os dados obtidos ap6s microinje¢ao de glutamato na
AMePD sobre o comportamento alimentar, glicemia e insulinemia poés-prandiais de ratos
estudados neste modelo animal empregado. Os presentes resultados sdo ainda inéditos e
buscam gerar e avangar conhecimentos sobre o papel da AMePD nos parametros estudados,
comparando-os com os dados publicados com lesdes amplas conjuntas da AMePD e areas
vizinhas (KING et al., 1993a; KING et al., 1993b; KING et al., 1996a; KING et al., 1996b;
KING et al., 1996¢; KING et al., 1998; KING et al., 1999; KING et al., 2003a; KING et al.,

2003b).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Busca-se avancgar os conhecimentos a respeito da participagdo de uma area especifica
do SNC, a AMePD, e a contribui¢cdo do neurotransmissor excitatorio glutamato na modulagao

do comportamento alimentar de ratos machos.

3.2 Especificos

- Estabelecer um modelo para estudo do comportamento alimentar, da glicemia e da
insulinemia (neste caso, pos-prandiais) de ratos mantidos em condicdo de laboratorio e frente
a formulagdes dietéticas diferentes (dieta completa e dieta de selecdo de macronutrientes

isolados) quantificando as escolhas dos animais estudados.

- Estudar o efeito da microinjecdo de glutamato diretamente na AMePD e analisar o
comportamento alimentar, a glicemia e a insulinemia de ratos machos adultos mantidos em
condicdo de laboratério, com o modelo experimental elaborado, e frente a dieta de selecao de

macronutrientes isolados.
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RESUMO

OBJETIVO: Descrever um modelo experimental que permite avaliar e quantificar o padrao

de consumo alimentar de ratos submetidos a dieta completa ou de macronutrientes isolados.

METODOS: Ratos Wistar machos adultos (90 dias, N=10) foram colocados em gaiolas
metabolicas com ragdes preparadas em laboratorio de tipo completa (AIN-93M) ou
formulagdes isoladas de macronutrientes (carboidrato, proteina ou lipideo como fonte calérica
preferencial). A primeira dieta foi oferecida ad libitum e a segunda opgdo foi oferecida
livremente ou ap0s restri¢do alimentar (para induzir consumo durante o periodo claro do dia
dos animais). O consumo alimentar total ou parcial das dietas e o ganho de peso corporal
foram monitorados durante 16 dias consecutivos, glicemia e insulinemia foram avaliadas ao

final do experimento (8 h de jejum seguidas de 2 h de consumo).

RESULTADOS: Os animais aumentaram de peso gradativamente ao longo de todo periodo
experimental (média + SEM: 47,4 + 4,9 g) e, nos dias em que receberam AIN-93M adaptada,
consumiram cerca de 17,8 + 1,1g/dia do alimento disponivel. Estes dados sugerem a
adaptacdo dos animais ao ambiente de experimentacdo e a preparacdo dietética, neste caso,
como o esperado. Quando submetidos a dieta de sele¢do, o consumo total foi de 18,8 + 2,0
g/dia das dietas. Apos privacdo alimentar por 8 h, o consumo total das dietas em diferentes
dias experimentais desses animais foi de 23 + 1 g/dia. Neste experimento, os ratos estudados
apresentaram consumo preponderante da dieta rica em carboidratos. Apos 2 h do reinicio do
conumo alimentar, os valores de glicemia foram de 391,5 + 31,9 mg/dL e de insulinemia 28,3

+ 5,3 pUI/mL, tipicos do periodo pds-prandial.
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CONCLUSAO: O presente modelo experimental presta-se para estudo do padrio de
consumo geral ou especifico de nutrientes e o ganho de peso de ratos mantidos em condigdes
experimentais bem controladas, podendo ser aplicado a vérios tipos de experimentos como 0s
de estudo da base neural de organizagdo do comportamento alimentar e seus mecanismos de

modulacgdo periféricos.
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ABSTRACT

OBJECTIVE: To describe an experimental model to evaluate the pattern of food intake of

rats submitted to a full nutrient diet or a self-selection three macronutrient selective diet.

METHOD: Male Wistar rats (3 months-old, N= 10) were studied when in metabolic cages
and with two diets prepared in laboratory, a complete type one (AIN-93M adapted) or high-
carbohydrate, high-protein or high-lipid selective preparations, as preferential caloric source.
The first diet was offered ad libitum. The macronutrient selective diet was freely available or
reinstated after 8 h of food deprivation to induce feeding during the light period of the daily
cycle. The preferred diet consumption and gain of weight was monitored during 16
consecutive days. Postprandial glycemia and insulinmia were evaluated at the end of the

experimental procedure (after 2 h of food intake that followed a period of 8 h of fasting).

RESULTS: The animals showed a clear and progressive weight gain along the experimental
period (mean + SEM: 47,4 + 4,9 g). During the period when they had free acess to the AIN-
93M adapted diet, they consumed near 18 = 1 g/day of food, which represents an adequate
adaptation of the animals to the experimental conditions. When switched to the macronutrient
selective diet, the consumption was around 19 + 2, g/day and rather of the high-carbohydrate
composition. Following an 8 h period of food deprivation, rats consumed 23 + 1 g/day, again
of the high-carbohydrate source, in different experimental days. Postprandial values for
glycemia were 391,5 + 31,9 mg/dL and for insulinmia were 28,3 £ 5,3 pUI/mL, which are

compatible with normal post-prandial values in rats.

CONCLUSION: The present experimental model is useful for the study of the pattern of

both general and specific consumption of nutrients and body weight gain in rats maintained
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under controlled laboratory conditions. The present methodological design is useful and can
be applied together with several other experimental approaches to advance the knowledge of
the neural control of feeding behavior as well as the peripherical modulatory mechanisms in

rats.
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1 INTRODUCAO

A génese do comportamento alimentar, envolvendo fome ou apetite especifico, ¢
decorrente de uma complexa circuitaria neuroglial e que pode ser diferente entre as espécies'
3. A modulagio da ingestdo alimentar ocorre pela disponibilidade de alimento no ambiente e
pela acdo de aferéncias neurais e substancias hormonais liberadas por tecidos periféricos para
atuar como mecanismo de reatroagio como, por exemplo, para a saciedade'”. Apesar de
muitos mecanismos de regulacdo central da ingestdo alimentar permanecerem
desconhecidos’, o envolvimento de algumas regides ¢ notavel, como é o caso dos niicleos
hipotalamicos anteroventral, arqueado (ARC), paraventricular (PVN), ventromedial (VMH),
dorsomedial (DMH) e a area hipotalamica lateral (LHA)? ou do nucleo medial da amigdala

(AMe)".

Dentre os nucleos hipotalamicos, o ARC, por exemplo, apresenta receptores para a
leptina e para a insulina e expressa os neuropeptideos orexigénicos proteina relacionada ao
agouti (AgRP) e neuropeptideo Y (NPY), assim como os neuropeptideos anorexigénicos alfa-
melanotropina (alfa-MSH) e o transcrito regulado por cocaina e anfetamina (CART)™.
Axonios contendo esses neuropeptideos projetam-se tanto para neurénios do PVN que
expressam o hormdnio liberador de tireotrofina (TRH), o hormdnio liberador de corticotrofina
(CRH) e a ocitocina, como para a LHA que expressa o hormonio concentrador de melanina
(MCH)". O AMe interconecta-se com vias aferentes ou eferentes com essas regiﬁesg,

perfazendo um circuito neural cujos componentes continuam sendo descobertos.

Com a intengdo de avangar os conhecimentos sobre a participagdo de areas especificas
do SNC relacionadas com o consumo alimentar, estudos tém sido conduzidos em ratos

utilizando-se lesdes eletroliticas ou por neurotoxinas™'’, microinjecdes de transmissores
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11,12

quimicos ou de agentes farmacoldgicos ou estudos de expressdo génica apds o

1314 Para tanto, também tem-se utilizado dietas

comportamento alimentar do anima
especificas para avaliacdes qualitativas e quantitativas do que foi ingerido pelos animais nas
diferentes condi¢cdes experimentais. As dietas mais utilizadas em testes de ingestdo alimentar
sao basicamente de dois modelos: a de formulacdo contendo os trés macronutrientes
(carboidrato, proteina e lipideo), vitaminas e minerais e as de formulacdes com
macronutrientes isolados, acrescidos de vitaminas ¢ minerais, variando sua classificacdo como
hiperglicidica, hiperproteica ou hiperlipidica de acordo com o macronutriente empregado em

. . . , « 15
maior quantidade como principal fonte caldrica .

A utilizagdo do modelo de oferta de formulagdes isoladas contendo cada um dos trés
macronutrientes, colocados em potes separados, constitui o modelo de “selecdo de
macronutrientes”, assim chamado pelo fato de o proprio animal escolher a composi¢do da sua
dieta e determinar o que e quanto vai comer'®. Os estudos empregando o método de
formulagdes isoladas fundamentam-se em uma condi¢do natural que ratos da linhagem Wistar
podem apresentam, ou seja, que eles sdo capazes de escolher uma dieta adequada para seu
crescimento e manutencdo de peso corporal, mesmo quando expostos a selecdo de quinze
fontes alimentares diferentes, ainda que estas variem amplamente em qualidade
nutricional'”'*, O modelo de selegio de macronutrientes tem sido empregado também em
testes de consumo apds privagdo alimentar, por se acreditar que o padrdo de selegdo e
ingestdo de uma dieta induzido pelo jejum possa refletir as necessidades nutricionais do

animal®®.

Nao obstante, muitas dificuldades sdo encontradas na literatura para se estabelecer um
padrao de consumo alimentar basico entre ratos estudados em diferentes laboratorios e que
estejam recebendo o método de formulagdes isoladas de nutrientes, e isso devido

principalmente as diferencas nas quantidades e tipos de macronutrientes utilizados e a falta de
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descricao detalhada ou padronizacdo da metodologia para a preparacdo das dietas. Outros
fatores que interferem no padrio de consumo alimentar, como o sexo’’ e a idade dos

animais®" #

, t€m contribuido da mesma forma para dificultar a avaliacdo dos resultados
obtidos, para estabelecer valores normais sobre o consumo alimentar e comparagdes quanto a
selecdo de nutrientes feita pelos animais em diferentes estudos. Uma ndo uniformidade
metodolégica pode obscurecer resultados relevantes e mesmo impedir que se chegue a

conclusdes para avancar o conhecimento em area relevante como a do estudo do

comportamento alimentar, sua génese e modulacao.

Desta forma, o presente trabalho teve por objetivo descrever em detalhes um método
experimental passivel de ser empregado em estudo com ratos em laboratorio onde se busque
avaliar e quantificar resultados do padrdao de consumo alimentar no método de selecdo de
macronutrientes, comparando-o com o da ingestdo de dieta completa de tipo AIN-93M
adaptada, e tomando como pardmetros complementares o ganho de peso corporal ao longo do
periodo de experimento e valores de glicemia e insulinemia pds-prandiais em momentos
especificos do protocolo empregado. Descricdes qualitativas e quantitativas serdo
apresentadas e os resultados comentados comparativamente com outros da literatura para

avaliar a presente metodologia.

2 METODOS

2.1  ANIMAIS

Foram utilizados 10 ratos Wistar machos adultos jovens (3 meses de vida no inicio dos

experimentos) pesando entre 230 e 280g, mantidos em condi¢des padrao de biotério na
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Universidade Federal de Ciéncias da Satde de Porto Alegre (UFCSPA), temperatura
ambiente em torno de 22° C e ciclo claro/escuro de 12/12 h (luzes acesas as 6 h). Os
experimentos foram conduzidos obedecendo as leis brasileiras e internacionais para a
utilizagdo de animais em pesquisas cientificas e aprovado por Comité de Etica e Pesquisa

local.

2.2 GAIOLA METABOLICA

No inicio dos experimentos, tdo logo os animais foram obtidos do biotério, colocava-
se cada rato isoladamente em uma gaiola metabdlica em periodo de adaptacdo ao novo
ambiente e para as testagens a seguir (Figura 1). Foram utilizadas gaiolas metabolicas para
ratos nas medidas de 21,5 x 24 x 21 cm (comprimento, largura e altura, respectivamente),
produzidas em arame perfilado, chapa e cantoneira de aco inox, com pés de 15 cm de altura
(Beira-Mar Industria e Comércio Ltda., Brasil). Agua foi oferecida por meio de um bebedouro
com ponteira suspensa na parede da gaiola. No interior desta, comedouros com formato
arredondado de 6,5 cm de didmetro € com 5,5 cm de altura continham a dieta ofertada ao
animal. Foram colocados 3 desses recipientes no interior da gaiola, com localizagdo mutavel
de um dia para outro (Figura 2). De acordo com a etapa experimental ou com a finalidade de
cada experimento, ou os animais tinham acesso a dieta completa ou a preparacdes com

macronutrientes isolados, conforme descrito a seguir.

23 DIETAS

Nos experimentos foram empregadas duas dietas formuladas em laboratorio, sendo

uma definida como “AIN-93M adaptada”, a qual foi baseada nas recomendagdes do Instituto
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Americano de Nutricdo de 1993 (AIN-93)* e outra com fontes nutricionais nas formas
isoladas, mas que, embora com os mesmos nutrientes da dieta AIN-93M adaptada, permitia
ao animal escolher o nutriente a ser ingerido. Foram adquiridos, para as preparagdes das
formulagdes ingredientes como: amido de milho (Adran S.A., Brasil), agiicar (Refinaria
Unido, Brasil.), caseina (MBN Produtos Quimicos Ltda., Brasil) gordura vegetal hidrogenada
(Bunge Pr6 LT400®, Bunge Alimentos, Brasil), 6leo de soja (Primor®, Bunge Alimentos,
Brasil), L-cistina (Vetec Quimica Fina S.A., Brasil), carboximetilcelulose (CMC, Casa da
Quimica, Brasil), celulose (Blanver, Brasil), corantes nas cores amarela, vermelha e laranja
(Arcolor, Brasil) e acido citrico (Mago ICAP, Brasil). As quantidades e proporcdes de cada

nutriente empregadas no presente modelo estdo descritas na Tabela 1.

Todos os procedimentos para elaboracdo das dietas foram repetidos varias vezes para
que a preparacdo estivesse “fresca” e ndo mudasse suas caracteristicas organolépticas com o
passar do tempo, o que poderia afetar os resultados a serem obtidos. A seguir serdo descritas
os detalhes para tanto com a dieta AIN-93M ataptada e as dietas com macronutrientes

isolados.
2.3.1 Dieta AIN-93M Adaptada

A dieta AIN-93M adaptada (Tabela 1) recebeu este nome por algumas modificagdes

feitas referentes aquela original formulada pelo AIN-93%

. Na formulagdo proposta, foram
adicionados componentes como o sal sdédico da carboximetilcelulose (CMC), corante amarelo
e acido citrico, além da substituicio de metade do o6leo de soja por gordura vegetal
hidrogenada e a ndo utilizacdio de amido de milho dextrinizado. A terbutilidroquinona e o

bitartarato de colina ndo foram adicionados, pois ja havia antioxidantes presentes nos lipideos

utilizados na dieta “AIN-93M adaptada”.
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Ou seja, dentre os componentes empregados, utilizou-se o CMC, o derivado mais
importante da celulose empregado principalmente em aplicagdes culinarias para aumentar a
viscosidade dos alimentos. Devido as suas propriedades reologicas altamente desejaveis e a
falta de toxicidade®, tal substincia foi agregada as dietas por servir como ligante e
espessante, visando uma dieta com consisténcia sélida e ao mesmo tempo passivel de ser
ingerida pelos animais. A quantia utilizada foi varidvel, baseada no aspecto fisico com que a
dieta se apresentava. Buscou-se, no entanto, ndo utilizar mais que 20 g de CMC, uma vez que
a partir desse valor pode ocorrer diminui¢do na absor¢do intestinal de fosforo e magnésio na
ordem de 5 a 15%, respectivamente™, bem como a de lipideos™. As quantias de carboidratos
utilizadas foram divididas em amido de milho, CMC, celulose e sacarose. Apesar da
formulagdo do AIN-93M utilizar amido dextrinizado, optou-se por sua nao utilizagdo, visto
que seu uso era originalmente e somente feito para dar melhor formato ao “pellet” de
alimento™, o que foi alcangado na presente formulagio proposta por meio da gelatinizagdo do

amido.

O uso de corante na dieta AIN-93M adaptada teve por finalidade manter um aspecto
visual mais homogéneo, visto que nas dietas isoladas também foram utilizados corantes para
que se pudesse apurar os residuos desperdicados e fazer a correta medicdo do consumo de
cada dieta isoladamente feita ao longo do tempo. A quantia de 1 g/kg de dieta de corante

amarelo em pd, sem sabor e inodoro, foi suficiente para dar a coloragdo aqui desejada.

Foi igualmente utilizada gordura vegetal hidrogenada porque, na dieta fonte de
lipideos empregada no modelo de selecdo, ndo seria possivel ter uma formulagdo soélida ao
serem utilizados somente 6leos, como sugere o AIN-93. Neste caso, optou-se por utilizar as
duas fontes lipidicas (0leo e gordura vegetal hidrogenada) em ambas as dietas. Nao foram
adicionados os antioxidantes terbutilidroquinona e bitartarato de colina pois, diferentemente

do oleo de soja empregado na AIN-93M original, o 6leo de soja e a gordura vegetal
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hidrogenada utilizados no presente estudo ja possuiam antioxidantes, conforme descri¢ao dos

fornecedores.
2.3.1.1 Preparacéo da Dieta AIN-93M Adaptada

As etapas a seguir sdo descritas porque delas depende a qualidade e os aspectos
organolépticos gerais da dieta completa oferecida aos animais aqui estudados e para utilizacao

do presente modelo experimental.

A dieta AIN-93M adaptada foi preparada da seguinte forma: (1) pesou-se o amido de
milho (609,6 g) e a sacarose (100 g); (2) acrescentou-se 400 ml de agua destilada; (3)
misturou-se o amido de milho, a sacarose e a dgua destilada até que formassem um liquido
sem grumos e, (4) gelatinizou-se a mistura em banho-maria. A gelatiniza¢do foi alcangada
apos aproximadamente 30 minutos, com uma temperatura em torno de 60-65°C tomando-se o
cuidado de esta ndo ultrapassar os 75°C onde ocorre a hidrolise do amido®’; (5) pesaram-se os
demais nutrientes (conforme apresentado na Tabela 1), os quais foram acrescentados ao
produto gelatinizado apods resfriamento; (6) misturaram-se todos os componentes até formar
uma massa homogénea; (7) enrolou-se a mistura para ser posteriormente cortada em formato

de “pellets”; e, por fim, (8) levou-se o produto final a estufa (40°C) por 24 h.
2.3.2 Dietas com Macronutrientes Isolados

Da mesma forma, o estudo do consumo de macronutrientes isolados foi feito apds
terem sido obtidas trés elaboracdes para ofertar carboidratos, proteinas ou lipideos nas dietas
seletivas (Tabela 1). As trés formulagdes foram baseadas na dieta AIN-93M adaptada, como

descrito a seguir.
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2.3.2.1 Preparacéo das Dietas com Macronutrientes Isolados

2.3.2.1.1 Dieta preferentemente com Carboidrato

A preparacdo da dieta isolada em carboidrato foi feita da seguinte maneira: (1) pesou-
se o amido de milho (781,4g) e a sacarose (100g); (2) acrescentou-se 400 ml de agua
destilada; (3) misturou-se o amido de milho, a sacarose e a 4gua destilada até que formassem
um liquido sem grumos; e (4) gelatinizou-se a mistura em banho-maria. A gelatinizac¢do foi
alcancada apds aproximadamente 30 minutos, com uma temperatura em torno de 60-65°C
tomando-se o cuidado de novamente ndo ultrapassar os 75°C; (5) pesaram-se os demais
nutrientes (vide Tabela 1) e misturaram-se esses ao produto gelatinizado apods resfriamento,
conforme procedimento descrito acima; (6) mesclaram-se os componentes até formar uma
massa homogénea; (7) moldou-se o produto final para ser cortado em formato de “pellets”; e,
(8) levou-se a estufa (40°C) por 24 h e armazenou-se o produto final at¢é o momento da

utilizagao.

2.3.2.1.2 Dieta preferentemente com Proteina

A preparagdo da dieta isolada contendo proteina foi feita da seguinte maneira: (1)
pesou-se a caseina (879,6g) e a carboximetilcelulose (20g); (2) acrescentou-se 550 ml de 4gua
destilada até formar uma pasta; (3) foram pesados os demais nutrientes (vide Tabela 1), os
quais foram adicionados a pasta de caseina; (4) misturou-se até formar uma massa
homogénea; (5) enrolou-se a massa para ser cortada em formato de “pellets”; e, (6) levou-se a

estufa (40°C) por 24 h e armazenou-se o produto final at¢ o momento da utilizacao.

2.3.2.1.3 Dieta preferentemente com Lipideo

A preparacdo da dieta isolada em lipideo foi feita da seguinte maneira: (1) pesou-se a

gordura vegetal hidrogenada (793,9g); (2) derreteu-se a gordura em banho-maria; (3)
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pesaram-se os demais nutrientes (vide Tabela 1), os quais foram acrescentados ao Oleo
resultante do derretimento; (4) misturou-se até formar uma massa homogénea; (5) deixou-se
na geladeira (5-10 min) até que se obtivesse uma consisténcia pastosa; (6) moldou-se o
formato do produto final para que pudesse ser cortado em formato de “pellets”; e, (7)
armazenou-se o produto final sob refrigeracdo a temperatura de 4°C até o momento de sua

utilizagao.

Em todas as dietas, formavam sua composi¢do final sais minerais e vitaminas para

manter correta alimentacao dos animais.

24  PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

A seqliéncia metodologica experimental estd representada na Figura 1 e descrita a
seguir. Os animais tiveram livre acesso a 4gua durante todo o procedimento experimental e a
avaliacdo de consumo alimentar foi realizada subtraindo-se o peso das sobras das dietas

recolhidas diariamente das gaiolas metabodlicas do peso da rag¢do ofertada.

Ap6s terem sido pesados e colocados nas gaiolas metabdlicas, os animais tiveram do
dia experimental 1 até o dia 4 livre acesso a dieta AIN-93M adaptada distribuida igualmente
em trés comedouros dentro da gaiola. Este periodo correspondeu a tempo suficiente de
adaptacdo dos animais ao novo ambiente experimental, como avaliado visualmente pelo
aspecto geral de satde dos ratos e seu ganho de peso progressivo. Diariamente foram feitas
inspegdes para avaliar as condicdes fisicas dos animais e foram feitas reposi¢cdes das dietas.
No final deste periodo (dia 4), as dietas e os animais foram pesados, identificando-se o
consumo alimentar total e a variacdo do peso corporal, respectivamente. Neste momento, as

gaiolas e os comedouros foram limpos € os animais passaram a ter acesso as formulagdes com
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macronutrientes isoladas ad libitum, distribuidas uma a uma, em cada um dos trés
comedouros no interior da gaiola, caracterizando-se assim o paradigma de selecdo de
macronutrientes da dieta (Tabela 1). Este procedimento teve a duragdao do dia experimental 5
até o dia 16. Igualmente, os animais foram inspecionados diariamente para averiguar seu bem-
estar fisico. Neste periodo as reposi¢cdes das formulacdes isoladas e a medi¢gdo do consumo
foram feitos dia-a-dia para que se tivesse avaliagdo do quanto o animal se alimentou.
Adicionalmente, para evitar aprendizado relacionado com a localizacdo espacial de cada
recipiente contendo uma das trés dietas disponiveis, a posi¢ao das dietas na gaiola do animal

que estava sendo testado foi alternada diariamente de forma aleatoria.

As 8 h dos dias 9 e 10, bem como nos dias 14 e 15, as formulacdes isoladas foram
retiradas das gaiolas metabdlicas, separadas de acordo com a respectiva composicdo e
pesadas, permanecendo os animais em privacao alimentar durante 8 horas, voltando a receber
a dieta as 16 h. Este procedimento foi empregado para que se testasse a possibilidade de
induzir maior consumo alimentar nos ratos ao final do periodo de jejum. Apos o periodo de
jejum, os animais foram pesados e tiveram novamente acesso irrestrito as formulagdes
dietéticas até as 8 h do dia seguinte. Ja no dia 16, o procedimento de privag¢do alimentar foi
repetido, porém o consumo dos animais foi avaliado por um periodo de 2 h e, apods esta
analise, foram feitas as medidas de glicemia e insulinemia. Para tanto, os animais foram
retirados de suas gaiolas metabdlicas, pesados e, subseqiientemente, anestesidados com
cetamina (Dopalen®, Vetbrands, SP,Brasil; 80 mg/kg) e xilasina (Anasedan®, Vetbrands,
SP,Brasil; 10 mg/kg) para coleta de sangue por puncdo cardiaca. Foram coletados 3 mL de
sangue (centrifugado em 2000 RPM durante 10 minutos) em tubos heparinizados (heparina
sodica 5000UI/ml Cristalia, SP, Brasil) e, apds a separagao do plasma, dividido em amostras
armazenadas em freezer a temperatura de -20°C até¢ o dia de mensuracdo. A glicemia foi

determinada pelo método enzimatico colorimétrico da glicose oxidase, utilizando-se um
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“Multi-test Analyzer” (LabMax, Labtest, MG, Brasil) com “kit” especifico para tanto
(nimero de catdlogo: 84) e a insulinemia foi avaliada por estudo radioimunologico
(INSULIN®, Adaltis, Italia) com sensibilida de 1uUl/mL e coeficiente de variagdo “intra-

analises” menor do que 7%.

Em um grupo a parte (n = 9) submetido as mesmas condi¢cdes experimentais até esta
etapa, fez-se as medidas bioquimicas de insulinemia e glicemia no dia experimental 10, em
duas condigdes: apds 8 h de jejum sem receber alimentacdo (n = 5) ou apds 8 h de jejum mais

2 h de livre acesso as dietas de selegdo de macronutrientes (n = 4).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados serdo apresentados de forma qualitativa e, quando quantitativa, com
média + erro padrdo da média (EPM). Comentarios ao longo do texto serdo feitos para

auxiliar na compreensdo de cada etapa experimental.

Nos dias iniciais (1 a 4), todos os animais consumiram dieta a AIN-93M adaptada que
estava distribuida nos 3 comedouros dentro da gaiola e fizeram-no de forma muito similar
entre si, sem disparidades comportamentais. Ou seja, em média para o periodo avaliado, os
animais consumiram cerca de 17,8 £ 1,1 g/dia e o ganho de peso corporal foi de 9,4 + 3,3 g no
periodo de 4 dias testados. Estes resultados demonstraram que todos os animais consumiram a
dieta AIN-93M adaptada quando colocados isoladamente em gaiolas metabdlicas. A
formulagao e o aspecto fisico adquirido com a CMC e a gelatinizagdo do amido entre 60-65°C
com posterior secagem a 40°C por 24 h em estufa pareceu de fato fornecer a dieta AIN-93M
caracteristicas organolépticas aceitdveis aos animais. Como todos os ratos estudados

traduziram em ganho de peso seu consumo alimentar, essa ¢ uma primeira indicagdo de que
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os ratos se adaptaram bem ao novo ambiente experimental. De fato, o periodo de tempo de 3-
4 dias parece ser adequado a adaptacdo de ratos a condig¢des estressantes ou a diferentes
manipulagdes experimentais®, mesmo em testes comportamentais complexos®’, desde que
mantidas as condi¢cdes de luminosidade e criagdo em biotério basicas e sem alteragoes

drasticas.

Do dia 5 ao dia 8, os animais receberam formula¢des com macronutrientes isolados ad
libitum, distribuidas uma a uma em cada um dos trés comedouros no interior da gaiola e
consumiram aproximadamente 18,8 + 2,0g/dia, distribuidos em valores médios de cerca de
45-75% de carboidrato, 22-49% de proteina e 2-9% de lipideo. Neste periodo de 4 dias, o
ganho de peso dos animais foi de 18,5 + 1,9 g. Por este resultado, a introducao de nova dieta
ndo prejudicou o consumo dos animais, demonstrando uma franca aceita¢do e ingestdo das
formulag¢des de macronutrientes isolados com seus respectivos aspectos fisicos. Outro ponto
importante ¢ que, adaptados ao paradigma de selecdo de nutrientes, animais que consomem
pelo menos 10% do valor calorico total da dieta sob a forma de proteina apresentam ganho de
peso’®. No presente experimento, ratos Wistar machos adultos compde sua dieta
preferentemente com carboidratos. Ou seja, na avaliagdo da ingestdo nos 4 dias iniciais de
consumo ad libitum, os animais demonstraram uma ingestdo caldrica com uma distribuigdo
percentual maior para carboidrato, seguido de proteina e lipideo. O padrdo de preferéncia
maior para carboidrato demonstrado por estes animais neste momento concorda e ratifica o
mesmo achado observado em outro trabalho™. Os resultados dos dias experimentais 11, 12 e
13 s@o coincidentes com esses acima mencionados e ndo foram afetados por um periodo de

dois dias de jejum (9 e 10, como relatado abaixo) intercalados entre os periodos de acesso

livre, durante as 24 h do dia, as dietas com macronutrientes isolados.

Quando submetidos a periodos de privagao alimentar por 8 h (dias 9, 10, 14 € 15) com

subseqiiente acesso livre as dietas, os animais apresentaram consumo médio de
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aproximadamente 23,1 + 1,4 g/dia (sendo 51-83% de carboidrato, 13-43% de proteina e 0,5-
12% de lipideo) nos dias 9 e 10 e cerca de 21,9 + 0,8 g/dia (sendo 49-88% de carboidrato, 11-
42% de proteina e 1-11% de lipideo) nos dias 14 e 15. A privagdo alimentar utilizadas nestes
dois momentos experimentais e apds o periodo de adaptacdo a gaiola e a selecdo de
nutrientes, a qual foi feita com a finalidade de aumentar o consumo dos animais no final do
periodo de jejum (visando a realizacdo de experimentos durante o ciclo claro, onde o menor
consumo ¢ notado; sem, no entanto, alterar a preferéncia de consumo) gerou resposta muito
similar em todos os animais estudados. Embora o consumo de alimentos possa ser maior
durante o periodo escuro do dia para os ratos, o horario de estudo (as 16 h, periodo claro do
ciclo claro/escuro) ofereceu a possibilidade de avaliar o consumo alimentar, sem incorrer em
dois problemas metodolégicos: o efeito do “chdo”, ou seja, dos menores valores serem
obtidos e abaixo do que ndo seria possivel encontrar resultados; e, o efeito do “teto”, que
significa que o consumo poderia j& ser tdo elevado que qualquer manipulagdo experimental
ndo poderia ser capaz de gerar resultados superiores ao que normalmente ja estariam
ocorrendo no momento. Além disso, os ratos, quando submetidos a dieta de selecdo de
macronutrientes, parecem manter seu padrdo preferencial de consumo ao longo das 24 h,
consumindo na fase clara ndo a mesma quantidade, mas sim a mesma propor¢do de

. . . . 31
macronutrientes mgerldos no ciclo escuro” .

No dia 16, os animais receberam as formula¢des com macronutrientes isoladas ad
libitum por 2 h apds terem permanecido em jejum por um periodo de 8 horas. O consumo
total médio neste periodo foi de aproximadamente 3,6 = 0,7 g de comida, distribuidos em
valores médios de cerca de 54-100% de carboidrato, 0-14% de proteina e 0-45% de lipideo.
No periodo pos-prandial (apds as 2 h de consumo alimentar) apresentaram valores de glicemia
de 391,5 = 31,9 mg/dL e de insulina plasmatica de 28,3 £ 5,3 pUI/mL. No grupo testado em

paralelo no dia 10 para que se tivesse valores controle, os animais avaliados ao final do
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periodo de privacdo alimentar apresentaram valores médios de glicemia de 388,2 + 109,2
mg/dL e de insulina plasmatica de 24,6 + 3,7 pUl/mL, enquanto os que tiveram livre acesso
as dietas por 2 h apods jejum de 8 h, apresentaram glicemia de 332,5 + 66,2 mg/dL e de
insulinemia de 23,5 + 4,8uUIl/mL. Esses dados sugerem que a glicemia ¢ mais variavel nos
animais submetidos ao jejum, o que provavelmente representa as tentativas homeostaticas de
manuten¢do dos valores normais em circulagdo. A insulinemia neste caso acompanha o valor
da glicemia. J4 os resultados ap6s ingestdo alimentar podem ter um viés ao ndo considerar o
momento no qual o animal ingeriu alimentos e quando foi feita a dosagem plasmadtica de
glicose e insulina, ou seja, animais que comeram nos primeiros minutos apos receberem a
dieta e que ndo fizeram isso subseqiientemente durante o tempo teste podem ter valores
menores em circulacdo do que aqueles que se mantiveram ingerindo as diferentes dietas. Nao
obstante, tanto os valores de jejum quanto os pds-prandiais (em ambos os dias 10 e 16) estdo
dentro dos valores normais de glicemia e insulinemia relatados por Wetzler e colaboradores™.
Esses autores demonstraram hiperinsulinemia em ratos Wistar machos que receberam dieta de
selecdo de macronutrientes com 37% de sacarose na dieta rica em carboidrato (do desmame a
décima terceira semana de idade) e em grupo controle recebendo ra¢do padrdo para animais
de laboratorio acrescida de 10% de sacarose. Isso poderia demonstrar também que o tipo de
macronutriente escolhido como fonte principal em modelos de dietas de selecdo de
macronutrientes tem papel determinante ndo s6 na escolha da dieta a ser ingerida

preferentemente, mas também na manutengdo da glicemia e do nivel plasmatico de insulina

dentro de parametros fisioldgicos normais.

Com os pesos corporais avaliados no ultimo dia experimental e comparando-os com 0s
demais obtidos anteriormente, observa-se que os ratos aumentaram de peso ao longo de todo
periodo experimental, em média 47,4 + 4,9 g (Figura 4), demonstrando que se manteve

adequada a adaptacdo as dietas e sua variagao de oferta e ao ambiente experimental.
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Embora ndo seja completamente inédito em todas as suas etapas, o presente modelo
detalha um protocolo experimental que, em conjunto, apresenta cuidados que se devem tomar
e um esquema experimental que permite o estudo do comportamento alimentar de animais
submetidos a dieta completa ou seletiva de macronutrientes, podendo ser adaptado para o tipo

de experimento que se deseja realizar.

4 CONCLUSAO

O modelo proposto permite boa aceitagdo a dieta AIN-93M adaptada, o estudo do
padrdo de consumo alimentar de ratos expostos ao paradigma de sele¢do de macronutrientes
demonstra aceitacdo das formulagdes isoladas em carboidrato, proteina e lipideo, e ganho de
peso gradativo como regra para os animais aqui estudados. Com isso, a presente descri¢ao
metodoldgica procura sugerir uma abordagem adicional e complementar as existentes para
utilizagdo em varios tipos de experimentos como, por exemplo, os que busquem elucidar a
base neural da génese e controle do comportamento alimentar em ratos e de seus mecanismos

de modulacdo mediadas por areas do sistema nervoso central e por estimulos periféricos.
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TABELA 1. Componentes nutricionais de cada dieta empregada para estudo do

comportamento alimentar de ratos.

AIN-93M DIETA ABASEDE  DIETA ABASE  DIETA A BASE

ADAPTADA CARBOIDRATO DE PROTEINA DE LIPIDEO
NUTRIENTES*
AMIDO 609,6 781,4
ACUCAR 100 100
CASEINA 140 879,6
L-CISTINA 1,8 1,8
HIDROGENADA 20 7939
OLEO DE SOJA 20 40
VITAMINAS** 12,5 12,5 12,5 25
MINERAIS** 35 35 35 70
CELULOSE 50 50 50 50
CMC 10 20 20 20
CORANTE 1,0 1,0 1,0 1,0
ACIDO CITRICO 0,1 0,1 0,1 0,1

*Nutrientes para 1Kg de dieta.

**Mistura de Vitaminas e Minerais contém 97,47% e 21% de celulose respectivamente, conforme AIN-93.
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FIGURA 1. Esquema experimental representando o procedimento experimental para estudo

do comportamento alimentar de ratos. Os nlimeros representam os dias continuos em que cada

animal esteve submetido a dieta AIN-93M adaptada (dias 1-4), dieta de selecdo de

macronutrientes (dias 5-8 e 11-13) e dieta de sele¢do de macronutrientes com ingestao

alimentar induzida por jejum de 8h (nos dias 9-10, 14-15 e 16).
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FIGURA 2. Fotografia ilustrando o modelo de gaiola metabdlica empregado no presente
estudo para estudo do comportamento alimentar de ratos. Neste caso, trés recipientes
colocados na parte interna da gaiola tinham em seu interior cada uma das trés dietas com

macronutrientes isolados (carboidrato, lipideo e proteina).
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FIGURA 3. Evolug¢do do peso corporal dos ratos (g) ao longo de todo procedimento

experimental (16 dias). Os valores estdo expressos em média + EPM (N = 10).
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Abstract

Previous studies have involved the rat “posterodorsal” amygdala with the control of
food intake and occurrence of obesity. The posterodorsal medial amygdala (MePD) has
connections with hypothalamic nuclei that modulate feeding behavior and energy balance.
The objectives of the present study were to describe the effect of glutamate microinjected in
the MePD of adult male rats on the consumption of a 3-choice macronutrient self-selection
selective diet (high-carbohydrate, high-protein or high-lipid) and on postprandial glycemia
and insulinmia (after 2 h of food intake that followed a period of 8 hours of fasting). Within
group and between groups control comparisons were done. The experimental design involved
16 consecutive days to allow animal adaptation to the new experimental condition
(microinjection occurred only in the last day) and body weight was controlled along all the
experimental period. Rats normally preferred the high-carbohydrate diet when freely feeding
or after food deprivation and showed a constant body weigh gain. A single microinjection of
glutamate (45 nM/0.3 pL, n = 8) in the right MePD led to a higher percentage of animals
consuming the high-carbohydrate diet compared to the physiological solution microinjected
control group (0.3 puL, n = 7; p < 0.01). A within group comparison also showed that
glutamate induced a higher consumption of the high-carbohydrate diet compared to pre-
surgery control values (p < 0.05). Present results revealed another role for the male rat MePD
and add new data to the functional concept that this subnucleus cn be involved with the neural

pathways that rather direct goal-oriented feeding behavior than hunger or polyphagia.

Running title: MePD and feeding behavior

Key words: extended amygdala, feeding behavior, neural control of appetite, carbohydrate

diet, body weight.
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THE MEDIAL NUCLEUS OF THE AMYGDALA (MeA) is a heterogeneous
component of the extended amygdala in the rat forebrain (3,17), also considered to be or a
ventral continuation of the striatum (63) or an area where the morphology and the intrinsic
physiological properties of its neurons resemble pyramidal cells as found in the mice piriform
cortex (6). Based on cytoarchitectual, hodological and functional criteria, the MeA was
divided in four subregions: the anterodorsal (MeAD), the anteroventral (MeAV), the
posterodorsal (MePD), and the posteroventral ones (MePV; 8,17,46). Several experimental
evidences demonstrated that these subnuclei, or even restricted parts within them, are
involved with the interpretation of olfactory/vomeronasal and somatosensorial afferent
information (6,39,41,49) as well as with a relevant role in the modulation of social/agonistic
behaviors, such as the sexual, maternal and aggressive ones (12,16,41,52,58) or in emotional

responses and mnemonic/cognitive processes for conditioned behaviors (2,20,56).

A series of experiments conducted by King and colleagues indicated the importance of
the “posterodorsal region” of the amygdala for feeding behavior - “posterodorsal region”
refers to an area, not a specific nucleus, and involved different amygdaloid components, such
as the MePD, the stria terminalis (ST) and the bed nucleus of the ST (BNST; 24,32-34; see
detailed descriptions of the involved areas in 32,54). Based on these reports, bilateral
electrolytic lesions of this posterodorsal aspect of the amygdala led Long-Evans adult female
rats to display hyperphagia and an abnormal increase in body weight (i.e., weight gains of 20-
30 g in the first 3-5 days or 50-80 g in the first 15-20 post-lesion days; 31,54) and a marked
preference for carbohydrates (32,34). Hyperinsulinemia was also described in these
experimental rats compared to sham operated ones; although, while the statistical analysis
revealed a main effect of the lesion, there were no difference in the interaction between lesion
and feeding conditions (food restricted or food ad libitum) on plasma insulin levels of cycling

females (31). Unilateral lesion to the “posterodorsal amygdaloid region” led to the same



87

findings of hyperphagia and excessive weight gain after short term, at the same time that
anterograde degeneration appeared in the ipsilateral ventromedial nucleus in the
hypothalamus (VMH; 24,54), an integrated area for the central control of food intake and
energy balance (4). Damage limited to the MePD and the intra-amygdaloid BNST or more
restricted ST lesions also promoted an increased in weight gain (54,55). Altogether, these data
suggest that, probably using the ST as its efferent pathway, one or more than one of the
distinct components of the amygdaloid “posterodorsal region” can functionally integrate
hypothalamic circuits to respond to feeding stimuli and for eliciting and/or regulating feeding

behavior and body weight in females (24).

The specific role of the MePD on feeding behavior, on macronutrient self-selection
diet consumption, on glycemia and insulinmia represent an interesting field for further
investigation. Interestingly, from the pontine parabrachial nucleus, taste and visceral sensory
information can reach the MeA (4,35). Afferent excitatory pathways use glutamate as
neurotransmitter and reach the MePD (6) to code for primary or multimodal sensory
information that would be relevant for the emission/modulation of feeding behavior (4,38).
Similar to gustatory information, olfactory inputs can generate representations of food
environment, its emotional valence and memory for the condition experienced (5). A
projection pathway leaves the MePD via the ST to reach the VMH, the anteroventral
periventricular nucleus (AVPV), and the ventral premammillary nucleus (PMV) in the
hypothalamus (8,19,41,46,59). Part of the hypothalamic connections of the MePD is relayed
by components of the BNST (19). These hypothalamic nuclei and the preoptic area, which
sends inputs to the MePD, were described as having a considerable role on food intake and
energy balance in rats (5,27). In addition, the MePD innervation to the subiculum could be
involved in prioritizing the temporal organization of motivated behaviors (46), whereas other

projections to the entorhinal area and to the postpiriform transition area would represent an
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alternative route for sensorial influences to affect hippocampal plastic mechanisms underlying
mnemonic events (1,5,28,46). Finally, the MePD cells express some chemicals transmitters
previously involved with feeding behavior, such as cholecystokinin (59), urocortin 3 (10), and
melanin-concentrating hormone fibers (AARF, personal observation, from results belonging

to Drs. J. Bittencourt and L.V. Sita, University of Sdo Paulo, Brazil), for example.

Therefore, the aims of the present study were to describe the effects of unilateral
glutamate microinjection in the MePD of male rats on the consumption of a 3-choice
macronutrient self-selection isolated diet (high-carbohydrate, high-protein and high-lipid) and
on postprandial glycemia and insulinmia. Within group and between groups control
comparisons were done. Body weight was controlled along all the experimental procedure
period. Because it is likely that this subnucleus integrates pathways relevant for the
modulation of hunger/appetite or food satiety, our initial working hypotheses included two
alternative possibilities: (a) excitation of MePD neurons caused by glutamate would increase
food consumption by involving facilitatory pathways directed to hypothalamic nuclei that
control feeding behavior; (b) excitation of MePD neurons caused by glutamate would enhance
output inhibitory pathways and decrease food consumption, which would be linked with those
findings that electrolytic lesions involving the MePD and adjacencies lead to increased

feeding displays (24,54).

METHODS

Animals

The animals were male Wistar rats (3 months-old), not siblings, initially housed in

groups with standard lab chow (Bio Base/Bio-Tec, Brazil) and water ad libitum, room
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temperature maintained around 22°C and a 12h light/dark cycle (lights on at 6 a.m.). Males
were rather used to avoid variations in the results that might be due to different levels of sex
steroids in circulation of females across the estrous cycle (additional comments in 27). All
efforts were made to minimize the number of animals studied and their suffering. In addition,
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).

Procedures

Food intake of a full nutrient diet. Food intake of a self-selection macronutrient diet in freely
feeding and in food-deprived rats. A diagram of the complete experimental design is shown in
Figure 1, which was based on a series of pilot studies (data not shown). The first day
correspond to the placement of each rat in an individual metabolic cage (21 x 24 x 21 cm of
length, size and height, respectively). The initial period of 4 days was allowed for
acclimatization of the animal to the new environment, during which it was offered a free
access to a pellet full nutrient diet (based on the AIN-93M, according to 53; Table 1). Water
was available along all the experimental days. Food intake (evaluated as the difference
between the final and the initial weights of the available food) and body weight were
measured daily, providing mean data of the former and increasing values of the latter along all
the experimental period. Spillage was collected on paper towels and subtracted from food
consumption to correct the values obtained. In the next 4 days (experimental days 5-8), rats
were switched to a freely feeding 3-choice self-selection macronutrient isolated diet (high-
carbohydrate, high-protein, or high-lipid compositions in pellets, as shown in Table 1). Each

macronutrient was supplemented equally with the needed vitamins and minerals. This diet
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was offered in 3 separate dishes and from these experimental days onwards. The location of
each dish inside the cage was changed daily to avoid biases resulting from conditioned place
preferences for a specific diet. On days 9 and 10, animals were deprived of food for 8 hours
(from 8 a.m. to 4 p.m.) and then allowed to eat the macronutrient isolated diet until the next
day, when the same procedure was repeated. This period of fasting was established in a pilot
study to stimulate food consumption of rats in a period of the day (lights on) when their
feeding behavior is not at most. On the tenth day, the self-selection food intake during the first
2 hours after food deprivation (divided as subsequent measures at 30, 60, and 120 minutes)
was evaluated and served as the “within group” control recording to test the effects of the

microinjections in the MePD.

Stereotaxic procedure. On day 11 (beginning around 8 a.m.), males were anesthetized with
ketamine and xylazine (90 and 10 mg/kg, i.m., respectively) and stereotaxically implanted
with a unilateral cannula (0.6 mm OD) aiming 2 mm above the right MePD. The right MePD
was chosen based on previous data that showed that unilateral manipulations were effective to
alter food intake (24) and other behavioral occurrences (2,16). The upper incisor bar was
positioned horizontally with the interaural line and the adapted stereotaxic coordinates
employed were: 3.2 mm posterior to the bregma, 3.5 mm lateral to the midsagital suture, and
5.7 mm below the dura-mater (45). On postoperative recovery days 12 and 13, animals had
free access to the isolated macronutrient diet and displayed apparent normal activities. On day
14 and 15, rats were again submitted to food deprivation for 8 hours (from 8 a.m. to 4 p.m.),
removed from its cage and gently manipulated to simulate the microinjection procedure
(described below), returned to the metabolic cage, and then allowed to eat the macronutrient

isolated diet until the next day.
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Microinjection procedure and diet intake recordings following it. On the last experimental
day - i.e, the 16" one -, rats were deprived of food for 8 hours and immediately following it a
microinjection needle (0.3 mm OD) was introduced into and 2 mm below the guide cannula.
Rats were randomly assigned to receive one of the following substances into the MePD:
sterile physiological solution (PS; 0.3 pL, n = 7) or glutamate (Sigma Chemicals Co., USA;
45 nM diluted in 0.3 pL of PS, n = 8). This specific volume of PS and the doses of glutamate
was based on published results (16,30) and is close to the physiological values obtained by
brain microdialysis in the amygdaloid nuclei (21,25,36,66). The precise value for the
physiological extracellular glutamate concentration specifically in the rat MePD is not
currently known. The displacement of liquid and an air bubble inside the catheter connecting
a 1-uL Hamilton microsyringe (USA) to the intracerebral cannula was used to monitor the
microinjection. The microinjection lasted for 1 minute and the needle remained inside the
cannula for an additional minute to avoid reflux. Microinjections into the MePD were done
while gently restraining the rat, a procedure that was closely monitored to ensure that any
animal in the studied groups was experiencing undue stress or discomfort. Afterwards, the rat
was introduced into its metabolic cage and had access to the macronutrient diet. Evaluations
of consumption of each diet were made at 30, 60 and 120 minutes following microinjection.

Total values of food consumption represent the sum of these records.

Glycemia and insulinmia measurements. Soon after the end of experiment, animals were
rapidly anesthetized as aforementioned and blood samples were obtained by cardiac puncture
(3.0 mL) with a heparinized needle. Blood was put on heparinized vials and promptly
centrifugated (2000 rpm during 10 min). Plasma samples were frozen at -20°C until

processing for the measurement of postprandial glycemia and insulinmia. Glucose was
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measured with the glucose oxidase method using the “Multi-Test Analyzer” kit (LabMax,
Brazil) and insulin by a radioimmunoassay test (Insulin® kit, Adaltis, Italy) with sensitivity of

1 pIU/mL and intra-assay coefficients of variation ranging from below 7%.

Histological procedure. Rats were then transcardially perfused with saline and 10% formalin
solution. Brains were removed, sectioned 60 um-thick in a vibratome (Leica, Germany) and
stained with hematoxylin-eosin. Comparisons with the images provided by an atlas of the rat
brain (45) served to determine the location of the cannula and the needle in the brain. The
MePD was recognized by its ventral location to the ST and lateral position to the optic tract
(opt) in the rat forebrain. Only those rats that had the microinjections directed to the MePD
were considered for further analysis of their data (Figure 2). Results obtained from misplaced
microinjections, from brains with signals of intraparenchimatous hemorrhage or that showed
evident mechanical lesions of the MePD or the ST were discharged from the final data of the
experimental groups. The diffusion rate of microinjected substances into the MePD were not
directly evaluated in present study. Nevertheless, animals in which the cannula was placed in
the vicinity of the MePD composed an additional “non-target” group to control for the spread
of the substances and their effects in adjacent amygdaloid nuclei, caudate/putamen or opt. No
relevant contribution for the comprehension of the present results was obtained in these

animals with heterogeneous microinjection sites (data not shown).

Statistical Analysis

Data will be reported either descriptively and commented qualitatively or, when

appropriate, quantitatively (as mean + standard error mean) with statistical results. An one-
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way analysis of variance (ANOVA) test followed by the Dunnett multiple comparisons test
was used to analyze the results on body weight along the first day (taken as the reference
value) and on subsequent experimental days 5, 8, 10, and 16 in the two tested groups
(microinjected with PS or with glutamate in the MePD). These days were considered relevant
for the rat adaptation to the employed animal model. Data obtained was carefully analyzed to
ensure the experimental design and for having animals acclimatized with the conditions of the
final microinjection test period, also providing different control results for further
comparisons. Due to the number of animals not eating protein or lipid in both studied groups,
these data could not be statistically compared between groups following microinjections on
day 16. Otherwise, values of carbohydrate ingestion at experimental day 10 (pre-operative
period, to serve as a “within group” control) and at day 16 (following MePD microinjection of
PS or glutamate, for a “between groups” comparison) were submitted to a multivariate
ANOVA followed by the least significant difference (LSD) post hoc test. The proportion of
rats showing eating the macronutrient diet following MePD microinjections was compared
using the x2 test followed by the Fischer’s exact test. Postprandial glycemia and insulinmia
data obtained on day 16 from animals microinjected with PS or glutamate in the MePD were
submitted to an unpaired two-tailed Student “t” test. In all cases, the statistically significant

level was set p < 0.05.

RESULTS

Body weight

Animals in both groups had a body weight variation along the experimental days that
showed a general statistically significant difference [F(4,34) = 7.30, p < 0.01; and, F(4,39) =

28.20, p < 0.01; PS and glutamate microinjected groups, respectively]. Dunnett post hoc test
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showed that, compared to the initial body weights of the rats, there was an expected increase
in weight along the experimental period and similarly in both groups (p < 0.05 compared to

the baseline value obtained at day 1, beginning of the experiment; Figure 3).

Diet intake along the adaping period and following MePD microinjections

Data are shown in Table 2. Animals in both groups showed a similar intake of AIN-
93M diet during the first experimental days, as evidenced by mean values at day 4. When rats
had free access to the self-selection macronutrient diet, all of them showed a clear preference
for the high-carbohydrate diet, when compared to the other available energy sources (mean
values at day 8). Following 8 h of food deprivation and 2 h of access to the 3-choice self-
selection macronutrient diet, rats in both groups continue to eat more the high-carbohydrate in

contrast to the other diets (mean values at day 10).

On day 16, following being deprived of food for 8 h, animals were microinjected in
the MePD and, along 2 hours following it, both groups showed a very low consumption of the
high-protein and the high-lipid diets. On the other hand, the high-carbohydrate diet was
preferred and its consumption (total consumption in grams along 2 h of test) could be
compared between groups, taking pre-surgery baseline data (taken from day 10) as control
values and those obtained following microinjections in the test day. Comparison between
groups showed no effect of the group microinjection condition [PS vs glutamate; F(1,13) =
0.62, p = 0.44] or period of data collection [days 10 and 16, pre-surgery and pos-
microinjection, respectively; F(1,13) = 0.18, p = 0.68], but a significant difference for the
interaction of group Vs day of data collection [F(1,13) = 10.58, p < 0.01]. The LSD post hoc
test showed that the intake of the high-carbohydrate diet (total consumption in grams along 2

h of test) was significantly higher following microinjection of glutamate in the MePD than in
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the pre-surgery control period (day 10) in this same group (p = 0.05), but not when compared

with the PS control (p = 0.9).

Interestingly, on the test day 16, 4 out of 7 rats in the PS microinjected group ate the
high-carbohydrate diet and consumed approximately 47% of the total meal during the first 30
minutes, 26% of the diet was consumed until 60 minutes after microinjection, and only 2 out
7 animals ate the remaining 27% of the diet until completing the 2 hours of the testing period.
On the other hand, all the 8 rats of the glutamate microinjected group ate the high-
carbohydrate diet and consumed approximately 58% of the total meal during the first 30
minutes, nothing during the interval of 30 to 60 minutes after microinjection, and 6 out 8
animals ate the remaining 42% of the diet until completing the 2 hours of the testing period.
In the control record made on day 10, for example, only 2 out 8 rats consumed the high-
carbohydrate diet from 60 to 120 minutes after food resumption. Comparatively, the
proportion of animals that showed a feeding behavior and high-carbohydrate diet intake
during all the test period following glutamate microinjection in the MePD (8 out 8 rats, 100%)
was significantly different than that found in the PS control group (4 out 7 rats, 57%; p <
0.01). At day 10, control data obtained during 2 h of the post-fasting period did not show
differences in the proportions of rats that ate this diet (6 out 7 rats, 86%; and, 7 out 8 ones,

87%, in the future microinjected PS and glutamate groups, respectively; p = 1.0).

Glycemia and insulinmia

No statistical difference between groups (120 min following PS or glutamate
microinjection in the MePD) was found in the analysis of postprandial plasma levels of

glucose (p = 0.14) or insulin ( p = 0.64; Figure 4).
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DISCUSSION

Rats adapted normally to the new experimental environment, as evaluated by their
progressive body weight gain and apparent general behavior. Notably, they rather chose the
high-carbohydrate diet and almost nothing of the high-protein and high-fat diets after being
submitted to 8 hours of fasting. Although it was not directly evaluated here what would have
occurred if glutamate were injected in the MePD during the dark period of the day, this
present experimental design of studying the rat feeding behavior after food deprivation and
during the light period of the day was intentional and developed in order to avoid “ceiling” or
“floor” statistical effects on the food consumption data. That is, we tried to avoid that a
possible facilitatory or inhibitory response following a MePD microinjection would be hidden
by a still high feeding behavior or by the fact that animals are not awaken and not “motivated”
to eat during the testing period (based on 29,37,64). The preferred pattern of food ingestion
during this period might correspond to that one found during the dark one of the day, as
reviewed in (65). Moreover, rats can clearly be categorized in different subpopulations
according to their preferred consumption in a 3-choice macronutrient diet, such as used here,
and one of these categories is related to the rather carbohydrate-rich intake (65). Drug effects
on feeding behavior most depend on which macronutrient is preferred at the tested stage of
the nychthemeral cycle (11,65), as occurred for the preference for the high-carbohydrate diet
along the experiment. Present plasma levels of glucose and insulin are above basal ranges
previously described for rats after 6 h of food deprivation (67), as would be expected for a

postprandial period as studied here.

From our working hypothesis, it appears that excitation of MePD neurons by
glutamate would involve facilitatory pathways to control the feeding behavior. And the

impossibility to state that excitation of MePD neurons by glutamate enhanced an output
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inhibitory pathway to markedly decrease food consumption, which would be linked with
those previous findings of hyperphagia following lesions involving the “posterodorsal
amygdala”, would suggest that electrolytic lesions might be damaging cell bodies but also
axons of passage in the MePD and its adjacencies. Whilst results from other authors indicate
that the other MeA subnuclei appear to be not so involved with feeding behavior in rats (62,
see a review in 54), the ST collect afferent and efferent axons involving different components
of the “posterodorsal” aspect of the amygdala and hypothalamic pathways (13, see also 7).
Moreover, excessive weight gains in females are best related to damage of the intra-
amygdaloid division of the BNST than of the MePD (34), which would help to explain this
apparent inconsistency of data and to address a likely function for the MePD on feeding

behavior.

The interpretation of the statistically significant difference in the percentage of
animals in the glutamate microinjected group, compared to the PS ones, showing a feeding
behavior and eating the high-carbohydrate diet has to be detailed. Although it would sound
unlikely and we do not have no experimental evidence to support that PS can induce an
inhibitory effect on the rat self-selection of high-carbohydrate diet, the percentage of animals
in the PS microinjected group decreased compared to control values at day 10. This would
have led to the statistical difference when compared to the 100% results of the glutamate
microinjected group, even more that the increase from control percentual number to post-
microinjection one relates to only 1 more rat out of 8 studied. Nevertheless, it would be
plausible to consider that the variation in the number of rats eating after control vehicle
microinjection would have occurred at random because no signs of lesions where found in the
MePD in the histological analysis of the brains of these animals. Moreover, if lesions have
occurred, it would be expected an increase in feeding behavior, as an hypothesis derived from

electrolytic damage to this region in female rats (54). In addition, the rats in the PS
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microinjected group that ate the diet displayed the same total consumption of glutamate
microinjected ones. Then, we are led to think that, facing the possibility of a normal
variability in food intake of rats, glutamate stimulated the consumption of a self-selection diet
(or, at least, did not let that any of the studied rats have not eaten) and, compared to “within
group” control data, enhanced the total amount of high-carbohydrate ingested. It also appears
that glutamate can extend the duration of the meal, as observed along the 2 hours of
measurements and compared to the number of animals that received PS in the MePD and that
continue to eat from 60 to 120 minutes in the testing day. Previously, it was reported that
glutamate microinjected in the lateral hypothalamus induced a dose-dependent eating
response in satiated male rats of up to 5 g of food within 1 h (62). On the other hand,
glutamate did not affect the postprandial glycemia and insulinmia when compared to control
data. We share the same concern as King et al. (33) and Grundmann et al. (24) that the ‘hit
rate’ for MePD studies (and in their case, for the “posterodorsal” amygdala) is low because of
the small size of the critical site and that rigorous including criteria determine that any rat
with sign of histological damage to the intended area has to be excluded from the
microinjected groups. Further studies can be conducted to test if glutamate microinjected in
the MePD at the same time that the rat receive a self-selection macronutrient diet can facilitate
the processing of incoming sensorial information and interconnected with cortical association
areas evaluate emotional loading stimuli or induce mnemonic events related with feeding
experience, expanding the present results. Currently, there are scarce data to support an
involvement of the MeA subnuclei with learning of appetitively motivated tasks, such as

those for drinking of taste solutions or eating palatable food (reviewed in 35).

As reviewed by Rollins and King (54), ST sections also lesioning adjacent areas did
not result in excessive weight gain in males, compared to female data. It can not be ruled out

that glutamate in the MePD might have different actions on feeding behavior of male and
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female rats. Indeed, the MePD receives and send projections to brain areas that are sexually
dimorphic in rats (18,19,39,41,49,59). Several evidences indicate that the MePD integrates a
gonadal steroid-responsive circuit that can join chemosensorial information with hormonal
signals in both males and females to modulate the display of different behaviors
(39,41,51,52,59). Androgen receptors, both estrogen receptors o and 3, and progesterone
receptors are highly concentrated in the MePD (18,23,60). Differences between male and
female rats were already reported for the volume of the MePD (42), neuronal and glia cells
counts (40), neuronal cell body volume (26), dendritic spatial array (15), dendritic spine
density (51), synaptic connectivity (43), neuronal intrinsic electrophysiological properties
(14), and content of neuropeptides (44,59). Therefore, differences across the estrous cycle can
not be dismissed when studying the MePD because of the evidences of morphological
plasticity and neurochemical switches that occur in this brain area of rats (26,44,48,51,59).
Also noteworthy is that neurons in the MePD respond to olfactory stimulation and project to
the PMV, where information from the perifornical area and from leptin regarding nutrition is
integrated with information of the reproductive status (10), as occurs for other hypothalamic
areas hodologically and functionally connected with the MePD (e.g., the AVPV and the
medial preoptic area) that might be linking energy balance, gonadal hormones actions and

reproductived status (27).

Present findings agree with the idea that the MePD would be part of the amygdaloid
contribution to direct goal-oriented feeding behavior more than hunger or polyphagia (55,57).
Nevertheless, it must be kept in mind that the MePD influence on hypothalamic nuclei and on
feeding behavior is not quite simple. Both excitatory and inhibitory responses can be evoked,
as shown with electrophysiological recordings, although not in all neurons sampled in these
target areas (6,9,47). The feeding behavior of homeostatically challenged, food-deprived rats

having a self-selection macronutrient diet is the resultant of serial and parallel neural
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connections needed for processing multiple sensorial information, metabolic/hormonal
internal demands, and organization of behavioral displays (4,5,41,50,57). Present results add
to other previously published for other amygdaloid nuclei and MeA adjacent transition zones

(22,32,54,68).
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Legends

Table 1. Compositions employed in the full nutrient diet (AIN-93M adapted) and in the
macronutrient selective diets with high-carbohydrate, high-protein or high-lipid.

Table 2. Mean (+ SEM) for two experimental groups (control microinjected with
physiological solution or glutamate in the MePD at day 16, n =7 and 8, respectively) of the
diet intake (in grams) in days 4, 8 (values represent food consumption along 24 h of the AIN-
93M or the 3-choice macronutrient selective diet, respectively), 10, and 16 (due to the
experimental design, values for these days represent food consumption after 2 h of free access
to 3-choice macronutrient selective diet following a fasting period of 8 h). Postprandial
glycemia and plasma insulin levels were measured at day 16, 2 h following microinjections in
the MePD. * p = 0.05 when compared to the within-group control value obtained at day 10.

Figure 1. Diagram of the experimental design and the procedures employed to study food
consumption along the days. Initially animals were maintained with free access to a full
nutrient diet (AIN-93M adapted), switched to a free available 3-choice self-selection
macronutrient selective diet (high-carbohydrate, high-protein and high-lipid compositions),
were maintained with the macronutrient selective diet following a 8-h period of fasting, were
submitted to stereotaxic surgery for implantation of unilateral cannulas towards the
posterodorsal medial amygdala, recovered from the surgical procedure, were again
maintained with the 3-choice macronutrient selective diet following a 2-h period of fasting,
and received microinjections of physiological solution (control) or glutamate, when testing
records were made.

Figure 2. Left: Hematoxylin-eosin staining of a coronal brain section to show the location of
the cannula towards the right posterodorsal medial amygdala (MePD) and the path of the
needle (dashed lines) used for the microinjection of physiological solution (control, 0.3 uL, n
= 7) or glutamate (45 nM/0.3 uL, n = 8). Scale bar = 800 um. Right: Schematic diagram of a
coronal brain slice of a matched coronally sliced brain section (in this case, 3.30 mm posterior
to the bregma) to show the location of the MePD, the optic tract (opt) and the stria terminalis
(st), adapted from (45). Dark points represent the most probable microinjections sites in the
right MePD, adapting than to one sole figure. Due to overlappings, there are fewer points than
the number of animals studied.

Figure 3. Mean (+ SEM) values of body weights (in grams) along consecutive experimental
days. Adult male rats or received an unilateral microinjection of physiological solution
(control, 0.3 uL, n = 7) or glutamate (45 nM/0.3 pL, n = 8) in the posterodorsal medial
amygdala only at day 16. Showing an adequate adaptation to the experimental condition of
food availability, animals had a statistically significant increase in weight gain, * p < 0.05
compared to the initial, baseline values in each group.

Figure 4. Mean (+ SEM) values of glycemia and plasma insulin levels in male rats following
2 h of food intake of a 3-choice self-selection macronutrient selective diet (animals preferred
to eat the high-carbohidrate diet). Postprandial values were obtained after a period of 8 h of
fasting. Studied groups received unilateral microinjections of physiological solution (control,
0.3 uL, n = 7) or glutamate (45 nM/0.3 pL, n = 8). No statistical difference was found
between groups.
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7 CONCLUSAO

O modelo experimental descrito mostrou-se eficiente para o estudo de comportamento
alimentar de ratos Wistar adultos machos, que apresentaram boa aceitagdo a dieta completa e
as formulagdes isoladas em proteina e lipideo além de um consumo franco de carboidrato em
todos os momentos, com ganho de peso durante todo o periodo experimental e niveis pds-

prandiais de glicemia e insulinemia normais.

A AMePD parece ser componente de circuito neural que modula o comportamento
alimentar de ratos porque, pelo método proposto, uma tUnica dose de glutamato (45nM)
microinjetada na AMePD gerou um aumento no percentual de animais consumindo dieta rica
em carboidrato quando comparados com valores controle pos-microinjecao dentro do mesmo

grupo ¢ quando comparado com o grupo controle microinjetado com solugao fisiologica.



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura
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Baixar livros de Literatura Infantil
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Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica
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Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
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