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RESUMO vii |

O presente trabalho descreve os efeitos de injecGes locais de 8-OH-DPAT
em vérios distritos do tegmento pontomesenceflico e no aqueduto ou 4°
ventriculo de pombos domésticos (Columba livia) sobre os compertamentes de
ingestdo hidrica e alimentar. Uma descrigdo neuroanatdmica da distribuicao de
pericarios 5-HT imunoreativos (5HT-IRp) visando auxiliar o mapeamento funcional
realizado por meio de injegoes locais de 8-OH-DPAT em distritos do tegmento
pontomesencefalico (rafe superior e grupo lateral) indicou que a maioria dos 5-
HT-IRp estdo localizados em distritos paramedianos e da linha média do
tegmento mesencefalico e pontino (rafe superior), ou em areas do tegmento
ventrolateral mesencefalico e dorsolatéral pontino, referido coho grupo lateral. Os
efeitos ingestivos de injeges de 8-OH-DPAT ou de veiculo, nestes distritos foram
examinados em pombos saciados com livre acesso a agua e alimento. Apés
aplicagéo destes tratamentos e ao longo de 60 minutos, foram registrades os
padrdes comportamentais de ingestdo de agua e alimento (freqiéncia, laténcia e
duragéo), a laténcia e a duragdo das posturas de sono e sonoléncia, e a duragido
dos comportamentos de autolimpeza, imobilidade alerta, exploragdo do ambiente
e locomogéo, além dos consumos de agua e alimento. As injegées de 8-OH-
DPAT administradas nas estruturas paramedianas e da linha média e no
aqueduto/4° ventriculo provocaram, efeitos dipsogénicos, de forma consistente, e
efeitos hiperfagicos de menor incidéncia e intensidade. As injegbes de 8-OH-
DPAT provocaram, de forma dose-dependente, um aumento na quantidade de
agua ingerida por grama de alimento consumido, indicando uma desorganizagéo
do padrao periprandial de ingestdo hidrica e um aumento seletivo no consumo de
agua como consequéncia deste tratamento. As injegées de 8-OH-DPAT
administradas no grupo lateral e em regides ndo imunoreativas do tegmento
pontomesencefalico ndo afetaram a ingestdo alimentar e hidrica. Além disso, as
injegdes de 8-OH-DPAT nos diversos distritos estudados nao provocaram efeitos
hipnogénicos ou alteragbes nos compdrtamentos exploratorios. Assim, os
resultados obtidos no presente trabalho sugerem: 1) a participagdo de receptores
5-HT,, localizados na linha média do tegmento pontomesencefalico na regulagéo
do comportamento de ingestdo hidrica em pombos e 2) neurdnios
serotoninérgicos da rafe superior e do grupo lateral participam de distintos
circuitos funcionais.



ABSTRACT viii

The present study describes the distribution of serotonin (5—HT) -
immunorreactive perikarya (5-HT-IRp) in the pontomesencephalic tegmentum of
pigeons and examine the effects of 8-OH-DPAT microinjections into 5-HT-IRp
containg districts on feeding and drinking behaviors this bird. Most of the 5-HT-IRp
are located in midline and paramedian districts mesencephalic and pontine
tegmentum (superior raphe), or in pontine dorsolateral tegmentum, referred as
lateral group. The ingestive effects of 8-OH-DPAT or of vehicle injections in to
these districts were examined in satiated pigeons with free access to water and
food. After these treatments and during 60 minutes, the behavjioral pattern of water
and food intake (frequency, latency and duration), the Iatency and the duration of
sleep and drowsiness, and the duration of the preeming, alert immobility,
exploration behaviors and locomotor, besides of water and food‘ consumptions
were recorded. 8-OH-DPAT injections administered in the midiine and paramedian
structures as well as in the aqueduct/4™ ventricle reliably provoked dipsogenic
effects, and with less incidence and intensity, aiso hyperphagic effects. This
treatment dose-dependent provoked increase in the amount of water Ingested by
each gram of consumed food, indicating a disruption of the periprandial pattern of
water intake and a selective increase in the water intake as consequence of this
treatment. 8-OH-DPAT injections administered in the lateral group and in areas
containg no 5-HT-IRp did not affect food or water intake. Furthermore, sleep-like
and exploratory behaviors were not affected by 8-OH-DPAT treatment in any of
this areas examined in the several present study. Thus, present data suggest 1)
the participation of 5-HTy, receptors, located in the midline of the
pontomesencephalic tegmentum in the regulation of the drinking behavior in
pigeons and 2) that the different 5-HT-IRp pontomesencephalic groups (the raphe
superior and the lateral group) participate in distinct functional circuits.
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Nas | ultimas décadas, muitas abordagens experimentais tém sido
empregadas com o objetivo de investigar os varios mecanismos neurais
envolvidos com o comportémento de ingestdo de alimento em mamiferos. Estes
estudos tém identificado a participacdo de diversos substratos neurais envolvidos
na modulagdo deste complexo comportamento (Blundell, 1991). Assim, varios
sitios hipotaldmicos, como o niicleo ventromedial, o ntcleo dorsomedial, o nicleo
paraventricular e o hipotalamo lateral constituem regides rdevintensa investigagao
por apresentarem circuitos neurais que controlam o comportamento de ingestéo

alimentar (Kaira e cols,1999).

Os fendmenos envolvidos na regulagdo do comportamento alimentar s&o
integrados principalmente no hipotdlamo (ex: Morley,1987); porém outras
estruturas, como a amigdala, o nucleo parabraquial, 0 nticleo do trato solitario e,
de particular interesse neste trabalho, os nucleos da rafe, também participam da
regulagao deste | comportamento (Grossman e Grossman, 1963; Bendotti e
Samanin, 1986; Nagai e cois, 1987; Fletcher e Davies, 1990; Fletcher, 1991;
Kuenzel e cols., 1999). Outros estudos tém identificado a participa¢@o de varios
sistemas neurotransmissores, neuropeptideos e hormdénios na ingestao de
alimento. Entre esses neurotransmissores merecem destaque as catecolaminas,
a serotonina e o glutamato, além de neuropeptideos como a colecistocinina, a
galanina e o neuropeptideo Y, e horménios como oxitocina e insulina (para

reviséo ver: Blundell, 1991; Leibowitz e cols, 1998; Kuenzel e cols, 1999).

Consideravel quantidade de evidéncias se acumularam nas ultimas

décadas, sugerindo que a serotonina (5-HT) desempenha importante papel
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inibitorio no controle do comportamento alimentar em mamiferos. Manipulagdés
farmacologicas que reduzem a neurotransmissdo serotoninérgica central
estimulam a ingestdo de alimento. Assim, a deple¢do de 5-HT induzida pelo
inibidor de sintese para-clorofenilalanina (PCPA) ou pela neurotoxina 5,7-
dihidroxitriptamina (5,7-DHT) promoveram aument6 da ingestdao de alimento
(Saller e Stricher, 1976; Dourish e cois, 1986a). Além disso, varias evidéncias
experimentais com agentes farmacolégvicas que acentuam.a néurotranémisséo
serotoninérgica central tem inibido a ingestdo de alimento. Assim, a administragdo
de fenfluranina e fluoxetina, que promovem aumento da liberagdo de 5-HT e
inibem sua recaptagao, diminuem a ingestdo de alimento (Garattini e cols., 1986;
Fuller e Wong, 1989). Além disso, a descoberta de receptores 5-HT distintos e o
desenvolvimento de ligantes seletivos para os divefsos subtipos destes
receptores tém éuxiliado consideravelmente na compreensao da participagdo do
sistema serotoninérgico no controle do'comportamento alimentar. Os resultados
éxberimentais da aplicagdo sistémica de agonistas de receptores 5-HT1br2c € 5-
HT2a2c como mCPP e MK212 respectivamente, sugerem que a estimulagdo
destes receptores reduz a ingestdao de alimento em ratos (Clinischimidt e cols,

1978; Kennett e cols,1987; Dourish, 1992; De Vry, J. e Schréiber, R., 2000).

O envolvimento de receptores 5-HT1s no controle do comportamento
: ingestivo foi primeiro sugerido por Dourish e cols, (1985a), que observaram que
administracdo subcutanea de 8-OH-DPAT (8-hydrdxi-z-(di-n-propylamino)
tetralina), um agonista seletivo do feceptor 5-HT1a (Middlemiss e Fozard, 1983),
aumenta a ingestdo de alimento em ratos (Dourish e cols, 1985a e 1986b;

Fletcher e Davies, 1990; Fletcher e cols, 1991; Currie e Coscina, '1993). Este
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mesmo efeito foi observado em camundongos, gatos e macacos rhesus (Jacobs e

cois, 1989; Pomerantz, 1990; Shepherd e cols, 1990).

Aléem disso, injegdes de 8-OH-DPAT na rafe mediana e dorsal (locais que
contém pericarios serotoninérgicos), aumentam significantemente a ingestdao de
alimento em rétos (Bendotti e Samanin, 1986; Hutson e cols, 1986; Fletcher e
Davies, 1990; Fietcher, 1991; Currie e Coscina, 1993). O efeito hiperfagico do 8-
OH-DPAT é bloqueado pela deple¢ao central de 5-HT (Douriéh e cois, 1986a;
Bendotti e Samanin, 1986), sugerindo que uma redugéo na. neurotransmissdo de
5-HT pelo 8-OH-DPAT esta implicada no compprtamento ingestivo observado.
Estes dados sdo consistentes com o papel inibitorio exercido pela 5-HT no

controle do comportamento alimentar (Blundell, 1984; 1986).

O 8-OH-DPAT atua em receptores 5-HT14, que podem estar localizados
pré- ou pds-sinapticamente aos terminais serotoninérgicos ou em corpos celulares
e dendritos de neurbnios serotoninérgicos do tronco cerebral, sendo entdo
denominados de auto-receptores somato-dendriticos. A ativagdo de receptores
somato-dendriticos por um agonista de receptores 5-HTi, hiperpolariza a
membrana celular acarretando uma redugdo nos disparos de neurdnios
serotoninérgicos, bem como a redugdo da sintese e liberagdo de 5-HT nos

campos terminais destas células (ver, e.x. Martin e cois., 1999).

A participagdo serotoninérgica na regulagdo da ingestdo hidrica € um
assunto menos explorado, quandb comparado com a quantidade de estudos
investigando o envolvimento deste sistema na ingestdo alimentar. Estudos tém

demonstrado efeitos dipsogénicos apods administragéo sistémica de agonistas
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serotoninérgicos e de PCPA (para-clorofenilalanina), um inibidor seletivo da
sintese de 5-HT, em ratos (Kikta e cols., 1983; Montgomery e cols., 1986; Reis e
cols., 1994) . Além disso, consideravel quantidade de evidéncias tem sugerido
que a ativagdo serotoninérgica periférica interage com o sistema renina-
angiotensina para induzir um efeito dipsogénico em mamiferos (Simansky,
1996a). Em ratos, a manutengdo do efeito dipsogénico induzido pela
administragéo sistémica de 5-HT depende da integridade do 6rgéo subfornical e

do vago abdominal (Simansky e cols., 1982; Hubbard e cols.,' 1989).

Além disso, outros estudos sugerem papel inibitorio das vias
serotoninérgicas centrais no comportamento de ingestdo de agua em mamiferos.
Em ratos, lesées do ntcleo dorsal da rafe provocam um aumento significante na
ingestdo de agua (Tangaprégasson e cols., 1973 e 1974; Reis e cols., 1994). Os
resultados experimentais da deple¢do serotoninérgica central pelo PCPA
revelaram aumento significante e sustentado da ingestdo de agua (Shisheva e
- cols, 1987). Ja as injegbes i.c.v. de MK 212 (agonisfa de receptores 5-HT2a2c)
provocaram redugéo na ingestéo hidrica em ratos submetidos a privagéo}dé agua

(Reis e cols., 1990).

Também tem sid6 demonstrado que injegées centrais de agonistas 5-HT
inibem a ingestao de s6dio em mamiferoé. Assim, a ingestao de agua e de NaCl
induzida pela inje¢éo central de angiotensina Il (Angll) foi potenciada pela injegao
de metisergida (um antagonista de receptor 5-HT1/5-HT2) na area parabraquial,
enquanto que injecbes de 5-HT ou DOl (1-(2,5-dimetoxi-4-iodofenil)2-

aminopropane - um agonista de receptor 5-HTayx,) Suprimiram a ingestdo
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induzida por injegées i.c.v. de Angll (Menani e Johnson, 1995; Colombari e cols.,
1996; Menani e cols., 1996). Estes resultados sugerem que, em mamiferos, os
mecanismos serotoninérgicos centrais podem interagir com circuitos
angiotensinérgicos, envolvidos no equilibrio hidromineral, e exercer papel inibitério

na ingestao de agua e sdédio.

Os pericarios contendo 5-HT no cérebro estéao -Iocélizados principalmente
no tronco cerebral de mamiferos. Os estudos originais de Dahistrom e Fuxe
(1964) identificaram ﬁove grupos de células contendo serotonina no tronco
cerebral de ratos, que foram classificados por meio dos caracteres alfanuméricos
B1-B9. Com exce¢ao do grupo B9 (nucleo supralenmiscal), cujos péricérios estdo
localizados dentro ou dorsalmente ao lemnisco medial,‘ todos os outros grupos
estdo localizados na linha média e sdo designados como nlcleos da rafe.
Contudo, as designagdes alfanuméricas sugéridas por estes investigadores foram
ao longo do tempo sendo substituidas por nomes que refletem suas localizagées
ou caracteristicas anatdmicas. Neste sentido, dois grupos distintos de células
contendo ‘serotonina e distribuidos na linha média do tegmento
pontomesencefalico tém sido tradicionalmente identificados em ratos como nacléo
dorsal da rafe (B7) e nucleo mediano da rafe (B8), separados dorsoventraimente
pelo fasciculo Iongitudinal medial (Sawchenko e cols, 1983). Além disso, de
acordo com proéessos dé migragéo celular no inicio do desenvolvimento neural,
estes grupos de células contendo 5-HT foram subdivididos em dois grupos, a rafe
superior e a rafe inferior (Walla'ceve Lauder, 1983; Jacobs e Azmitia, 1992). O
grupo inferior, que inclui os nacleos magno, palido e obscuro da rafe, além dos 5-

- HT-IRp da medula oblonga ventrolateral e da area postrema, mandam projegdes
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-descendentes para alvos do tronco cerebral e medula espinhal enquantb que o
grupo superior, que inclui o nucleo linear caudal, o nucleo supralenmiscal e o
nucleo dorsal e mediano da rafe emitem proje¢des ascendentes para o
mesencéfalo, diencéfalo e telencéfalo (Vertes, 1991; Jacobs e Azmitia, 1992;

Vertes e cols., 1999).

Em mamiferos, os atributos hodolégicos do sistema‘_serotoninérgico tém
sido amplamente ’estudados. Evidéncias obtidas por me_io, de neurotragadores
retrégrados. em ratos indicam que distritos da rafe me'd/iana e paramediana
receberﬁ projegdes de grande nimero de regides telencefalicas e hipotaldmicas e
relativamente poucas projegées do tronco encefalico (Behzadi e cols, 1990).
butros estudos com neurotragadores anterégrados témv demonstrado que as
projegbes dos nucleos das rafe mediana e dorsal estdo amplamente distribuidas

por todo o cérebro, brincipalmente para o prosencéfalo (Vertes e cols, 1991 e
1999). Muitas das projeg6es serotoninérgicas do ntcleo mediano da rafe inervam
0 nucleo posterior e a regido perifornical do hipotalamo, a habénula lateral, o
septo mediai e a_formagéo hipocampal, enquanto qué projegées serotoninérgicas
do nucleo dorsal da rafe projetam principalmente para sistemas motor-ganglios da

base (Vertes e cols, 1991 e 1999).

Os estudos neuroanatdmicos do sistema serotoninérgico em mamiferos

(Steimbusch, 1981), aves (Yamada e cols, 1984), répteis (Smeets e Steimbusch,

~1988), anfibios (Parent, 1981) e peixes (Pierre e cols, 1992) tém demonstrado um

padrao idéntico de distribuicdo topografica de pericérios.‘ imunoreativos a

~ serotonina (5-HT-IRp) presentes no tronco cerebral. Assim, a distribuigdo de
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pericarios 5-HT e sua rede de projegbes parecem ter permanecido notaveimente
estaveis através da evolugéo dos vertebrados (Parent, 1981; Jacobs e Azmitia,

1992).

A primeira evidéncia indicativa da existéncia de pericéarios contendo 5-HT
no cérebro de aves foi obtido no pombo (Columba livia) (Fuxe e Ljunggren (1965),
utilizando o métddo de fluorescéncia induzida por formaldeidp (FIF) (Faick, 1962).
Modificagbes subsequentes deste método forneceram uma descrigdo mais
acurada do sistema serotoninérgico em aves (e.x., os eétudos realizados em
galinhas por Dube e Parent, 1981). Contudo, apesar do desenvolvimento de
técnicas imunohistoquimicas ter provocado um acumulo consideravel de
informagées sobre a distribuigdo e hodologia dos sistemas serotoninérgicos em
mamiferos, tais atributos foram raramente examinados com estas técnicas em
aves. A maioria destes poucos estudos foram realizados em galinhas (e.x.,
Yamada e cois, 1984, Yamada e Sano, 1985; Hirunagi e cois, 1992) ou em

codornas (Cozzi e cois.,1991).

E‘m aves, aIém' da presenga de 5-HT-IRp na linha média, foi verificada a
ocorréncia destes elementos em distritos mais laterais em relagdo a linha média,
principalmente; na regido dorsal do tegmento pontino (Dubé e Parent, 1981;
Challet e cols.,1996). Em mamiferos, esta distribuigdo mais Iaterél dé 5-HT-IRp -
também ocorre, porém em menor grau quando comparado com os estudos
realizados em aves (Parent, 1981; Steinbusch, 1981). De modo semelhante. ao
observado em mamiferos, os neurénios serotoninérgicos em multas espécies de

aves podem ser observados principalmente nos nucleos da rafe, em distritos mais
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laterais do tronco cerebral e em um o6rgéo circunventricular, o 6rg&o

paraventricular (Yamada e cois, 1984, Cozzi e cols,1991; Chalett e cols, 1996).

Os estudos realizados por Challet e cols. (1996) constituem, até o
momento, a Unica descrigdo extensiva da distribuicdo de pericarios e fibras
imunoreativas a serotonina (5-HT-IR) no sistema nervoso central de pombos
utilizando ambbs ‘métodos imunohistoquimico e de imunofluorescéncia.
Resultados deste estudo indicaram que a grande vmai'oria dos pericérios
imunoreativos a serotonina (5-HT-IRp) esta distribuida principalmente ao longo da
linha média do tegmento mesencefalico, pontino e bulbar. Além disso, foram
observados numerosos pericarios distribuidos lateralmente a linha média e
ocupando principalmente a regidao dorsal do tegmento pontino. Em adigéo, 5-HT-
~ IRp também estdo presentes no hipotalamo, ocupando um 6rgéo circunventricular
(o 6rgédo paraventricular) e o recesso infundibular. Este estudo também revelou a
presenga de fibras e terminais, amplamente distribuidos em todo o telencéfaI;),

diencéfalo e tronco cerebral.

Outros estudqs focalizaram a distribuigdo de fibras 5-HT-IR em regides
mais restritas do sistema nervoso central de pombos, como no nucleo do trato
solitario (Berk e cols., 1993), no 6rgao paraventricular do terceiro ventriculo
(Hirunagi e cols, 1992) e em distritos telencefalicos (Shimizu e Karten, 1990;

Riters e cols., 1999).

Embora os estudos acima réferidos indiguem ampla distribuigdo de fibras
5-HT-IR no sistema nervoso central de pombos, a organizagdo hodoldgica deste

sistema ndo tem sido investigada sistematicamente. Até o momento, técnicas de
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tragamento neural associadas a imunohistoquimica para a 5-HT, destinadas ao
exame da origem da inervagéo serotdninérgi'ca a um dado distrito néural, foram
utilizadas em apenas um estudo (Toledo e cols., 1995), que descreve projegées
serotoninérgicas ao nucleo da raiz éptica basal, originadas de distritos medianos e

paramedianos da rafe em pombos.

Em aves, ‘os efeitos da aplicagao central de 5-HT sopre comportamentos
ingestivos foram pouco estudados e tais investigages reéultaram em dados
conflitantes, que sugerem que os efeitos da 5-HT sobre a ingestdo de alimentos
parecem depender da Iinhagem estudada. Injegdes ICV de 5-HT em frangos
Leghorn (selecionados para ovoposi¢cdo e com baixo ganho de peso) e perus,
saciados ou submetidos a jejum de 24 horas, provocaram redugdo na ingestao de
alimentos (Denbow e cols, 1983; Denbow, 1984). Em contraste, 0 mesmo
tratamento aplicado em frangos de corte submetidos a jejum de 24 horas ou
saciados, respectivamente, ndo altera ou provoca uma redugdo modesta na
ingestdo de alimentos (Denbow e cols, 1982). Assim, frangos selecionados
geneticamente bara engorda/corte parecem pouco reativos aos éfeitos

hipofagicos da 5-HT.

Estudos em nosso laboratério tém examinado sistematicamente o papel de
~ circuitos serotoninérgicos na ingestao de alimentqs e de agua em pombos. Assim,
a aplicagao i.c.v. de 8-OH-DPAT provocou efeito hiperfagico potente e dose-
dependente em pombos saciados (Steffens e cols, 1997). Por outro Iadb, a
administracdo l.c.v. de 5-HT provocou redugdo no consumo de alimentos

(Steffens e cols, 1997; Sell, 2000; Andriani, 2000). A inje¢édo i.c.v. de DOI (um
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agonista de receptores 5-HT2q2¢) diminuiu o consumo de alimento em pombos
privados de alimento por 24 horas (Steffens e cols, 1997) e a Injegéo i.c.v de
MK212 (agonista. de receptores 5-HT2a2c) ou de mCPP (égonista de receptores 5-
HT1r2c) reduz a ingestéo de alimentos provocada pela injegéo i.c.v. de adrenalina
(Sell, 2000). Em adigdo, a administragdo de 5-HT no nucleo paraventricular
_induziu resposta hipofagica em pombos privados dé alimento enquanto que
administragdo de metergolina, um antégonista nédo seletivo, produz resposta

hiperfagica em pombos saciados (Silva, 2001).

Os dados acima sugerem que a atividade de circuitos serotoninérgicos.
centrais em pombos tem, a semelhanga do observado em mamiferos, um papel
inibitério sobre a ingestdo de alimentos e que a ativagdo de receptores 5-HTq
nesses animais, também a semelhanga do que ocorre em mamiferos pode

provocar uma intensa ingestéo de alimentos.

Um outro efeito serotoninérgicb observado em experimentos anteriores do
nosso laboratério esta relacionado a ingestdo de agua em pombos. Nestes
estudos, foi demonstrado que a administragéo i.c.v. de 5-HT e de 8-OH-DPAT em
pombos saciados provocou intensa ingestao de agua, que atingiu volume total de
agua ingerida equivalente a cerca de 10% do peso corporal dos animais
estudados. (Steffens e cols, 1997; Sell, 2060; Andriani, 2000}; Brun e cols., 2001).
Este efeito foi acompanhado por alteragées dos padroes comportamentais de
ingestdo hidrica, ou seja, ocorreu redugao na laténcia para iniciar este
comportamento e aumento na sua duragdo total. Além disso, o aumento no

consumo de agua obtido ap6s aplicagao do 8-OH-DPAT e 5-HT foi verificado ser
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dose-dependente. Os dados acima sugerem que as atividades de circuitos
serotoninérgicos centrais em pombos tém, a sémelhanga_ do observado em

mamiferos, papel inibitério sobre a ingestéo de agua.

Assim, os dados acima referidos indicam envolvimento de circuitos
serotoninérgicos no sistema de controle da ingestao de alimento e da ingestdo de
agua em pombos. Contudo, até o presente momento, faltam informag¢des sobre a
possivel participagdo de estruturas do tegmento pontomesencefalico, confendo 5-
HT-IRp, n.a regulagéo dos comportamentos de ingestao alimentar e hidrica nestes

animais.

Portanto, no presente trabalho procuramos investigar a possivel
participagdo de receptores 5-HT4, do tegmento pontomesencefalico no controle
da ingestao de alimentos e de agua em pombos domésticos por meio do
mapeamento dos efeitos de inje¢des locais de 8-OH-DPAT nos diferentes distritos
do tegmento pontomesencefalico sobre estes comportamentos. Além disso, como
auxilio a este mapeamento funcional, realizamos também uma descrigdo
neuroanatémica da localizagdo de pericéarios contendo serotonina no tegmento

pontome'sencefélico por meio de métodos imunohistoquimicos.
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1. ANIMAIS

Foram utilizados pombos domésticos (Columba livia) édultos, de ambos os
sexos, com peso entre 300 a 460 gramas, provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Qatarina.“ Antes e ap6s a cirurgia, os pombos
foram mantidos em gaiolas individuais no Biotério Setorial do Deparfamento de
‘Ciéncias Fisiologicas (CFS/CCB ~ UFSC), com ciclo de claro/escuro de 12/12
horas (periodo de escuro iniciando-se as 19 horaS), com temperatura mantida
entre 22 a 25° C. Estes animais tiveram livre acesso a dgua e ragdo granulada
para aves (formulagdo para aves em crescimento, da SUPRA Ltda, itajal, SC.) Os
experimentos foram realizados respeitando-se os principios éticos de

experimentagdo animal, postulados pelo COBEA (Colégio Brasileiro de

- - Experimentagdo Animal, 1991), e foram aprovados pela comissdo de ética no uso

de animais (CEUA) da UFSC (Protocolo 080/CEUA).

2. DETECGAO IMUNOHISTOQUIMICA DE PERICARIOS CONTENDO 5-HT

Procedimentos experimentais
2.1 Fixacdo ~ Microtomia

Para é andlise da distribuigao de pericérios imunoreativos a 5-HT (5-HT-
IRp), os animais (n=3) foram anestesiados com quetamina (Ketalar, 5mg/ 100g de
peso corpora!, i.m.) e xilazina (Ro_mpun, 1mg/ 100g de pesb corporal) e foram
perfundidos transcordialmente (ventriculo esquerdo) com 200ml de solugdo de

NaCl a 0,9% em tampdo fosfato 0,iM (pH 7,4) seguido por 450ml de
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paraformaldeido (PFA) a 4% em tampao fosfato. 0,1M (pH 7,4). Apés a
dissecégéo, os cérebros foram mantidos no mesmo fixador por 12 horas e
posteriormente imersos em tampéo fosfato com sacarose a 30% a temperatura de
4°C por pelo menos 24 horas. Os cérebros foram seccionados no plano frontal
com uma espessura de 35um em um micrétomo de congelamento, e os cortes
foram sequencialmente recolhidos em um recipiente com 6 compartirrflentOS

contendo tampéo fosfato 0,1M, pH 7,4 e posteriormente mantidos a 4°C_.
2.2 Processamento Imunohistoquimico

Inicialmente, os cortes selecionados para imunohistoquimica foram lavados |
em solugdo tampéo foéfato 0,1M a temperatura ambiente por 30 minutos.
Posteriormente, os cortes foram incubados no anticorpo primério contra 5-HT
(feito em coelho - Incstar, Corp., Stillwater, MN) diluido 1:10000 numa solugdo de
Triton-X-100 0,3% em tampéo fosfato 0,1M por 12 horas a 4°C. Ap6s esta etapa
os cortes foram novamente lavados em tampéo fosfato durante 30 minutos a
temperatura ambiente. A presenga das imunoglobulinas anti-5-HT - foram
reveladas pelo anticorpo secundario biotinilado anticoelho (Jackson Immuno
Research Labs., Inc., West Grove, PA) diluido (1:250) em Triton-X-100 0,3% em
tampéo fosfato 0,1M, no qual os cortes foram incubados por 1 hora. Em seguida,
vos cortes foram novamente lavados e incubados por 1 hora em uma solugéo
contendo o complexo avidina—biotina—péroxidase (Kit ABC ELITE, Vector Labs.,
Burlingame, CA) para revelagdo do anticorpo primario. Posteriormente, os cortes
foram imersps numa solugéo contendo diaminobenzidina (0,05%) em tampéo

fosfato 0,1M por 15 minutos e acrescentou-se imediatamente o peréxido de
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hidrogénio (0,01%), mantendo-se os cortes'nesta'solugé‘o até evidenciar-se a
reagdo. A seguir, os cortes foram novamente lavados em tampao fosfato 0,1M
para remogao do excesso de reagehte. Uma vez montados em laminas, os cortes
foram banhados em tetr6xido de 6smio 0,1% por 30 segundos, tratados com uma’
série de élcooisvem concentragbes crescentes, xilol e finalmente cobertos com .
laminula tendo como meio de montagem o Permount (Fischer). Cortes adjacentes :
foram corados pela técnica de Gieméa para avaliagdo e délineamento dos
diferentes nlicleos do tegmento pontomesencefalico. Os cortes foram observados -
através de um microscopio 6ptico (Olympus, BH2).dotado de cdmara clara. Além
disso, para preparagao das fotomicrografias alguns cortes foram selecionados e
submetidos a um analisador de imagens (Image — Pro Plus, Media Cybernetics) |

utilizando-se uma camera digital (DXC — 107 A, Sony).

A nomenclatura utilizada para identificar as diferentes regiées do tegmento -
pontomesencefalico foi derivada principalmente da descricdo da distribuicdo de
pericarios 5-HT-IR realizada por Challet e cols (1996) e do atlas estereotaxico de

Karten e Hodos (1967).

3. INJECOES DE 8-OH-DPAT NO TEGMENTO PONTOMESENCEFALICO
3.1 Implantagao de canula-guia

Para a implantagdo da canula-guia, os pombos foram anestesiados com
uma solugéo de Equitesin (0,15ml/100g) injetado por. via intraperitoneal (i.p.). Em

seguida, os animais foram fixados em um aparelho estereotaxico (David Kopf
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Instruments), tendo a cabega fixada por intermédio de barras posicAiovnédas: no
conduto auditivo e no bico. Apés a assepsia com alcool iodado, uma inciséo
longitudinal foi realizada no escalpo para a exposig:éo'da calota craniana. A
seguir, uma éénula—guia feita a partir de ufn segmento de agulha hipodérmica,
com 0,7 mm de didmetro externo e 18 mm de comprimento foi posicionada 1 mm |
acima da regido de interesse conforme as coordenadas do atlas estéréotéxiéo
para pombos (Karten e Hodos,1967). Dé acordo com este atlas e com os dados
imunohistoquimicos do presente trabalho e de Challet e cols (1996), os distritos
contendo pericarios 5-HT est&o localizados em coordenadas distribuidas ao longo

dos seguintes parametros estereotaxicos:

plano frontal - entre 1.0 mm a 4.0 mm anterior a linha interaural
plano sagital — da linha média até 2.0 mm lateral

plano horizontal — éntre 5 mm a 6 mm abaixo da dura mater

Na posi'géo previamente determinada foi realizado um oriﬁcip na. calota
craniana com auxilio de uma broca esférica de uso odontolégicoe 2 a 3 parafusos
de ago inoxidavel foram distribuidos e fixados ao redor deste orificio. Apos
implantar a canula-guia, o orificio aberto no cranio foi preenchido com fibrina do
plasma de sangue bovino (Fibrinol, Baldacci). Posteriormente, foi acrescentado
acrilico autopolimerizavel de uso odontolégico no orificio e na calota craniana.
Este conjunto .envolvido pelo acrilico proporcionou estabilidade e fixagdo da
canula-guia e formou uma estrutura éélida capaz de resistir aos eventuais

choques mecanicos com a gaiola.
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3.2 Inje¢des no tegmento pontomesencefalico

As injegoes nos diferentes distritos do tegmento ponmeesenceféIico foram
realizadas por meio de uma agulha injetora (Mizzi-Slide-Park, 30G) introduzida na
canula-guia e conectada por um tubo de polietileno a uma microsseringa Hamilton
de 1pl. Estas agulhas injetoras apresentavam medidas de comprimento qug'
excediam o corﬁprimento da cénula-guia em 1, 2, 3, 4 ou 5 mm, de modo a
permitir injegées em pelo menos 5 pontos distintos no meémo animal. As
solugdes foram administradas num periodo de 1 minuto, sendo que o volume
injetado foi sempre de 200 nl. Entre cada tratamento a que o pombo foi submetido

houve um intervalo minimo de 48 horas.
3.3 Solugdes administradas

De acordo com o pertinente a cada protocolo experimental, as seguintes

drogas e doses foram utilizadas:

- Solugdo de acido ascorbico 1%; pH= 2,8. Foi utilizada em experimentos de

controle e como solvente na preparagédo da solugdo de 8-OH-DPAT.

- Solugdo isotdnica de cloreto de sédio 0,9%; pH= 5,5. Solugdo utilizada como
controle em alguns experimentos realizados com injegdes no aqueduto e no 4°

ventriculo (ver adiante).

- Solugéo de liquido cefalorraquidiano artificial. Composi¢ao em mEg/l : Na® (155),
K (3,7), Ca™ ( 25), Mg*™* ( 2,1), CI' (140) e HCO3 (23) ; pH= 8,0. Solugéo
utilizada como controle em alguns experimentos realizados com inje¢des no

aqueduto e no 4%ventriculo (ver adiante).
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- Solugdo de 8-OH-DPAT (8-hidroxi-2(di-n-propilamino) tetralih) nas
concentragbes de 0,6 , 2,0 e 6.1 nmol em 200n! de acido ascorbico. Estas doses
foram derivadas de experimentos realizados em nosso laboratério por Steffens e
cois (1997). Estes éstudos demonstraram que injegdes i.c.v de 8-OH-DPAT na
dose de 30,5 nmol em 1u de acido ascérbico (isto €, 6,1 nmol em 200 nl no
presente estudo) foram efetivas em induzir um aumento na ingestéo de alimentos
e de agua em pombos. O .8-OH-DPAT foi adquirido da RBI — Research

Biochemicals International, Natick, MA, USA.

3.4 Protocolos experimentais
3.4.1 Etapa experimental 1

Numa primeira etapa foram realizadas inje¢ées de 8-OH-DPAT (6.1
nmol/animal) nos diversos distritos do tegmento pontomesencefalico com o
objetivo de identificar e mapear as regibes possivelmente envolvidas com os

- efeitos desta droga na ingestao hidrica e de alimentos em pombos.

\

Os experimentos foram iniciados sete dias apds a implantagéo da cénula-
guia. Um dia antes da realizagdo do tratamento com 8-OH-DPAT ou veiculo, os
pombos eram .transferidos para uma sala de observagdo com as mesmas
condigbes de temperatura ambiente, luminosidade (ciclo claro/escuro), e dgua e
ragdo ad libitum do Biotério Setorial do CFS, proporcionando desta forma ao
animal um periodo de adaptagdo ao ambiente experimental. Todos os

procedimentos experimentais foram realizados entre as 11:30 e 13:30 horas.
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Imediatamente ap6s a injegdo de 8-OH-DPAT ou do veiculo, os ‘animais
retornaram as suas gaiolas e receberam quantidades definidas de agua e ragéo.
Ao longo de 60 minutos apés estes tratamentos, eram registrados em protocolos
de papel os comportamentos emitidos pelo animal (ver tabela 1) por meio de
observacao visual direta através de uma pequena janela (30 X 15 cm) da sala de
observagdo. Ao final deste periodo, a &agua e ragdo consumida foram

quantificadas.

Os experimentos realizados em um determinado ponto de injecdo foram
iniciados sempre com a administragdo da dose de teste de 8-OH-DPAT (6,1
nmol). Quando este tratamento proVocava um aumento na ingestdao de agua e/ou
de alimento’ (ver critérios abaixo), o mesmo ponto de injecao eré submetido a
aplicagdo do veiculo (48 h apds a injegéo do 8-0H-DPAT).. A viabilidade deste
mesmo ponto de injecdo era testada 48 h apés com uma terceira inje¢éo, usando |
a mesma dose de teste do 8-OH-DPAT. Os pontos de injegdo em que a primeira
aplicagdo de 8-OH-DPAT nado desencadeava efeitos ingestivos nédo recebiam
injecoes de veiculo, e os testes prosseghiam no ponto de inje¢ao imediatamente
ventral ao anterior. Foram preliminarmente considerados como efeitos (i.e,
- aumentos na ingestao) da droga, o consumo de no minimo 4,4 g de comida e/ou
de no minimo 5,2 ml de agua. Estes valores foram determinados em um estudo
anterior (Ravazio e cols, 1991) no qual o consumo de agua e alimentos, no
mesmo horario do dia em que os presentes experimentos foram desenvolvidos,
foram avaliados em 22 pombos néao tratados com droga, e represehtam a média
(alimento: 1,6 g e agua: 2,2 ml) do consumo em uma hora somada.ao dobro do

desvio padrao (alimento: + 1,4 g e 4gua: + 1,5 ml) obtido nestes animais.
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3.4.2 Etapa experimental 2

Na segunda etapa do experimento foram testados os efeitos ingestivos de
diferentes doses de 8-OH-DPAT (0,6, 2,0 e 6,1 nmol ou veiculo) nas estruturas da
linha média do tegmento pontomesencefalico. O tratamento nesta etapa
experimental iniciou com injegao de 8-OH-DPAT na dose de 6.1v nmol seguido por
salina na sesséd experimental posterior e numa préxima sess&o com a dose de 8-
OH-DPAT de 2,0 ou 0,6 nmol. Assim, cada animal recebeu apenas 3 inje¢Ges no
mesmo local. Os demais procedimentos experimentais foram similares aos

descritos para a etapa 1.

3.5 Registro comportamental

Apos a injegao de 8-OH-DPAT ou de veiculo os padrées comportamentais
- de ingestao (duragao, freqiiéncia e laténcia) e outros comportamentos exibidos
pelo animal foram registrados durante 60 minutos. Os critérios de identificagdo
desses comportamentos estdo de acordo com o catalogo Comportamental
apresentado na tabela 1, cujos itens foram definidos e testados em experimentos

anteriores do nosso laboratério (Hagemann e cols., 1998; Steffens e cols. 1997).
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Tabela 1 — Definigdes dos comportamentos registrados.

Imobilidade
alerta

O pombo fica imével, com a cabega elevada, olhos abertos e
fixos com movimentos de piscar muito rapidos, sem fechar

totaimente os othos. -

- Postura tipica
de sono

O animal permanece com olhos fechados, com cabeca fletida e

‘| apoiada sobre o peito, retragdo do pescogo, penas do peito

arrepiadas, eventualmente apoiadas sobre uma das pernas ou
deitado sobre o piso da gaiola ou no poleiro..

Postura tipica

de sonoléncia

O pombo permanece completamente imével, cabe¢a baixa,
olhos fixos e piscando lentamente.

Explorar o
ambiente com
movimento do

corpo

O animal se locomove rapidamente ou lentamente sobre o
poleiro ou sobre o0 piso da gaiola.

Explorar o
ambiente com
movimento da

O pombo faz movimentos lentos ou rapidos da cabeca, porém o
restante do corpo permanece imével.

cabega
Autolimpeza |Compreende o movimento de esfregar o bico (ou bicar) nas
penas de qualquer parte do corpo. |
Comer anstitui o comportamento de degluticdo, quando o animal
ingere alimento sdlido, bicando repetidamente o conteiido do
comedouro.
Beber O pombo mergulh{a o bico na agua e a bebe intensa e

rapidamente com uma vigorosa ag¢édo de bombeamento do papo
podendo ingerir grandes quantidades de agua em um curto
espago de tempo.
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3.6 Andlise histoldgica

Completados os prd_cedimentos experimentais, o0s animais foram
anestesiados com Equitesin. A seguir, foram administradas injegdes do corante
azul de Evans (200 nl) nos mesmos locais e da mesma forma como efetuadovcom
as injecoes de 8-OH-DPAT ou veiculo. Posteriormente, os animais foram
perfundidos transcordialmente (ventriculo esqtjerdo) com salina (0,9%) seguida
por solugéo de formol a 10%. O cérebro foi imédiatamente removido e submetido
a microtomia no plano frontal (cortes de 100 ym de espessura) em Vibrétomo
(Campdem Instruments). Os cortes foram entdo montados em laminas de vidro
tratadas com gelatina e alimen de cromo e colocados para secar a temperatura
ambiente por cerca de cinco dias. A seguir, os cortes foram corados pela tionina,
tratados com uma série de alcoois em concentragdes crescentes, clareados em
xilol e finalmente cobertos com laminulas tendo como meio de montagem o
Permount (Fischer). A seguir, os cortes foram observados para localizagdo e
documentag&o dos pontos de injegéo através de um microscopio 6ptico (Olympus,

BHS) dotado de camara clara.

3.7 Anélise dos resultados

Para anadlise estatistica dos efeitos da injegao de 8-OH-DPAT nos
diferentes distritos poritomesencefélicos e no aqueduto ou 4% ventriculo os dados
foram previamente submetidos ao teste de Levene para avaliarmos a
homogeneidade das varidncias. O resultado obtido neste teste indicou que as

varidncias de todos os indices registrados néo apresentaram homocedasticidade,
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0 que impds o uso de testes ndo-paramétricos. Assim, os dados obtidos na etapa
experimental 1 e 2 foram submetidas & ANOVA de uma via nio paramétrica
(Kruskal-Wallis) seguido pelo teste post hoc de Mann-Whitney. Em todos estes

métodos estatisticos o nivel de significAncia adotado foi de p< 0,05.
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1. Distribuicdo de pericarios 5-HT-IR (5-HT-IRp) no tegmento

pontomesencefalico de pombos

Descriges anteriores da distribuicdo de 5-HT-IRp no cérebro de aves
(pombos: Challet e cols.,1996; codornas: Cozzi e cols.,1991; galinhas: Yamada e
cols.,1984, indicam que os grupamentds mais rostrais de tais corpos celulares
estdo presentes no hipotdlamo, ocupando um 6rgdo circunventricular (6rgéo
paraventricular - PVO) e o recesso infundibular. A grande maioria dos 5-HT-IRp
ésté localizada em distritos da linha média e paramedianos do tegmentb
mesencefalico, pontino e bulbar, descritos coletivamente como sistema da rafe.
| Este sistema foi subdividido em um complexo inferior (ou rafe inferior, Challet e
cols., 1996 e Yamada e cols., 1984, que inclui os grupos de 5-HT-IRp do
rombencéfalo caudal, e em um subsistema superior (ou rafe superior) que inclui
os grupamentos existentes na linha média da regido pontina e mesencefalica.
Numerosos 5-HT-IRp sdo também encontrados em uma coluna de células
localizadas no tegménto dorsolateral pontino; este conjunto de distritos é referido
como grupo Iaterél. A presente descricdo limita-se as regiéesv que foram
exploradas por meio de inje¢ées de 8-OH-DPAT no pombo, isto &, aos distritos
pertencentes a rafe superior e ao grupb lateral, e visou guiar e contribuir com a

analise de tais locais de injegéo e de seus efeitos ingestivos.
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1.1 A rafe superior

O grupamento mesenceféalico mais rostral }de 5-HT-IRp consiste em uma
moderada concentragéo de células Iocélizadas no AVT e na regido imediatamente
medial ao nervo oculomotor (zp-Nlill) (figura 1F). Mais caudalmente, estas células
ocupam distritos dorsolaterais imediatamente adjacentes ao n. Interpeduncularis
(}zp-IP, ver figuras 2B e 1E). Estas célulés sdo pequenas (8 716 pm em seu maior
didmetro), ovais ou fuéiformes, bi- ou muIt'ipoIares, COM pOUCOS Processos
pobremente marcados; a densidade da marcag&o nestes péricérios varia de fraca

a moderada.

Dorsa‘lmente a zp-IP, na transigdo pontomesencefalica, surge um denso
grupo de 5-HT-IRp ocupando o n. Annularis (imediatamente ventral ao n.
oculomotor e ao fasciculo Ion.gitudi'nal medial) e espalhados ao longo da linha
| média entre as fibras da decussagéo do pedL'lvncqu cerebelar superior (0 n. da

decussagédo do brachium conjunctiva, ou nDBC) (ver figuras 2B e 1D).

O grupamento de células observadas no n. Ann prossegue cauda‘lmente
para ocupar o n. tegmental ventral (Gudden, TV), localizado ventralmente ao n.
troclear (Figuras 3A e 1B). Na regido imediatamente’ caudal e ventral ao nDBC, ao
longo .de todo o tegmento rostral pontino, uma densa populagdo de 5-HT-IRp
forma dois corddes paralelos, alinhados ao longo da linha média e que ocupam o
n. linearis caudalis (LC). Numerosos pericarios marcados foram também
observados no n. central superior (CS), que ocupa'a regido paramediana entre o
L.C e é limitado lateralmente pelas fibras do brachium conjunctivum descendens

(BCD) (ver figuras 2D e 1C). No terco caudal do tegmento pontino, ventralmente
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ao LC, numerosos 5-HT-IRp concentram-se no n. raphe superior, pars ventralis
(Rasv) (ver figuras 3D e 1B). Os pericarios marcados observados no LC, CS,
Rasv e TV apresentam-se com morfologia e dimensées similares aos observados

no n. Ann, no nDBC e no AVT.

Em niveis imediatamente caudais ao n. oculomotor e ao longo de toda a
extenséo rostrodaudal do n. troclear, um grupo de células de‘lnsamente marcadas,
de tamanho médio (16-24 pm), ovais e fusiformes, se agrupam no tegmento
ventrolateralmente adjacente ao fasciculo Iohgitudinal mediai (FLM). Estes
pericarios alinham-se em colunas dispostas dorsoventralmente, entre os
fasciculos mais laterais do FLM, e entre a face medial do FLM e o epéndima
adjacente ao IV ventriculo (ver figuras 3A e 1C). Este grupo de pericarios
continua-se caudalmente formando um denso aglomerado de 5-HT-IRp aposto
dorsolateralmente ao polo caudal do n. }V (ver figuras 4C e 1B). Este conjunto de
pericarios é coletivamente denominado de zona peri-FLM (zp-FLM). Numerosos
processos que emergem destes pericarios, especialmente os localizados entre o
FLM e o epéndima e os do grupamento caudal ao n.lIV, puderam ser observados
formando densos grUbos de fibras distribuidas nas camadas sub- e supra-
ependimarias. Muitos destes processos dispoe-se paralelamente.é superficie
- ventricular e se agr’upam de forma especialmente densa nos aspectos mais
mediais das paredes aquedutais e ventriculares, ostentando varicosidades ovais
densamente imunoreativas e regularmente espagadas ao longo do seu percurso

(ver figuras 4B e 1B).
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1.2 O grupo lateral

Uma coluna lateral de pericarios intensamente marcados pode ser observada
estendendo-se desde niveis mesencefalicos rostrals ao n. oculomotor até o tergo
caudal da ponte. Tais neurdnios sdo ovais ou poligonais, de tamanho médio ou
grande (16 a 32 um), e ostentam processos densamente marcados formando
arborizagao bi- 6u multipolar sem diregéo preferencial. O componente mais rostral
deste grupo consiste em poucas células esparsas pelo aspecto mais ventral da
formacéo reticular magnocelular mesencefél‘ica (FRM) e, em continuagao a esta
no sentido ventrolateral, num agrupamento mais denso de pericarios ocupando o
n. tegmental ventrolateral (VT), localizado caudalmente ao n. da raiz 6ptica basal

e ventralmente ao n. tegmental pedunculopontino (TPc) (ver figuras 2C e 1E).

Este conjunto esparso de pericarios prossegue caudalmente ocupando
uma regido de dificil delimitagao, situada entre os aspectos ventrais do TPc e os
distritos dorsolaterais do n. reticularis pontis 6ra|is (_RPO). Em niveis ao longo de
toda a extenséo rostrocaudal do n. troclear, éste conjunto de células aumenta
gradativamente em nimero, e passa a ocupar o tegmento dorsolateral pontino
nos distritos rostrals do locus coeruleus (LoCr) e, de forma mais esparsa, no n.
subcoeruleus dorsalis (SCd) (ver figuras 3A e 1B). Nestes niveis, células
marcadas puderam ser observadas no LoCr ventral ao ter¢o mediai do n. isthmo
opticus (10), mais lateralmente. No seu extremo medial, este conjunto de células
confunde-se gradualmente com os pericarios da ZP-FLM. Em niveis caudais ao

n. troclear, estas células concentram-se na regidao caudal do locus coeruleus -
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(LoCc), agrupando-se de forma particularmente densa na metade ventral deste

distrito (ver figuras 3C e 1A).
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Figura 1 — Desenhos semi-esquemaéticos de cortes frontais do tegmento pontomesencefalico de pombos, ilustrando a
distribuigao de neurdnios 5-HT imunoreativos (). As letras e os nlimeros acima e a esquerda de cada figura indicam o
nivel antero posterior do corte em relagéo ao atlas estereotaxico de Karten e Hodos (1967).Ver lista de abreviaturas.
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s
Figura 2 Fotomlcrograﬁas de cortes frontais do tegmento mesencefalico caudal de pombos ilustrandoem B, Ce D a
localizagdo de pericarios imunoreativos & 5-HT. Em A estéo representados os desenhos semi-esquematicos em niveis
correspondentes aos das fotomicrografi as. Barra de escala = 500 pm. Ver lista de abrevnaturas
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Flgura 3- Fotomlcrograflas de cortes frontais do tegmento pontino rostral de pombos |Iustrando em
A, C e D a localizagdo dos pericarios imunoreativos a 5-HT. Em D estdo representados os desenhos

semi- -esquematicos em niveis correspondentes aos das fotomlcrograﬂas Barra de escala = 500 um.
Ver lista de abreviaturas. .




Frgura 4- Fotomacrograflas de cortes frontais do tegmento pontmo caudal de pombos ilustrando em
-A e C a localizagao dos pericarios imunoreativos a 5-HT. Em B as setas indicam a presenca de fibras

com varicosidades densamente imunoreativas, distribuidas ao longo do epéndima e dispostas
~ paralelamente as paredes ventriculares e aquedutais. Em D est4 representado o desenho semi-

esquemaético em nivel correspondente aos das fotomlcrograflas Barra de escala: A= 250 um, B= 125
um e C= 500 pm Ver lista de abreVIaturas



Lista de Abreviaturas

5-HT
5-HT-IRp
5-HT IR
Ann
Aq
AVT
bc
Cb
CS
ep
EW
FLM
FRM
FRL
GCt
10

P
LC
L.oCr
MPv
n-IR
nlli
NIl
nlv
nBOR
nDBC
Pap
PM
qf
Rasv
RPgc
RPO
Ru
SCd
SCv
TPc
TV
V4

zp-FLM
zp-FLM IV
zp-iP

serotonina

pericarios imunoreativos a serotonina
imunoreativo a serotonina

n. annularis

aqueduto

area tegmental ventrai de Tsai
brachium conjunctivum descendens
cerebelo

n. central superior

epéndima

n. Edinger-Westphal .

fasciculo longitudinal medial

formagéo reticular magnocelular mesencefalica
formagao reticular lateral mesencefalica
substancia grisea centralis

n. isthmo-opticus

n. interpeduncularis

n. linearis caudalis

n. locus ceruleus rostral

. nucleus mesencephalicus profundus, pars ventralis

elemento ndo imunoreativo

n. oculomotor

nervo oculomotor (llf par)

n. Troclear

n. da raiz 6ptica basal v

n. da decussagéao do brachium conjunctivum
n. Papillioformis

n. pontis medialis

tractus quintofrontalis

n. raphe superior, pars ventralis

. reticularis pontis caudalis, pars gigantocellularis
. reticularis pontis oralis

. rubro

. subceruleus dorsalis

. subceruleus ventralis

. tegmental pedunculo-pontinus, pars compacta
. tegmental ventral (Gudden)

4%ventriculo

n. tegmental ventrolateral

zona peri- fasciculo longitudinal mediai

zona peri- FLM (nivel do n. troclear)

zona peri-nucleus Interpeduncularis

S 333333
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2. Efeitos de injecdes locais de 8-OH-DPAT no tegmento

pontomesencefalico
2.1. Experimentos exploratérios

Com o objetivo de identificar as possiveis regides do tegmento
pontomesencefalico envolvidas com o controle dos efeitos ingestivos apéds o
tratamento com 8-OH-DPAT foram utilizédo 45 pombos. Foram identificados 107
sitios de injegao tratados com 8-OH-DPAT na dose 6,1 nmol. Na figura 5 estdo

identificados os sitios de inje¢gao explorados na presente analise.

2.1.1. Localizagao dos sitios de injegao

Trinta e cinco sitios de injegédo foram localizados em diferentes regides
paramedianas e da Iinha média (“rafe superior”) que contém pericérios 5-HT IR
(ver topico anterior) e que compreendem as seguintes estruturas: nucleus linearis
caudalis (LC), nucleus centralis superioris (CS), nucleus annularis (Ann), nticleo
da decussagdo do brachium conjunctivum (nDBC), zona peri-n-ucleus
interpedunculaﬁs (zp-IP), éarea tegmental ventral de Tsai (AVT), zona peri-
fasciculo longitudinal mediai ao nivel do nacleo do nervo troclear (zp-FLM V) e

nucleo tegmental ventral (Gudden) (TV).

As injegdes localizadas no LC e CS foram analisadas em conjunto devido
ao fato dos sitios de injegdo abarcarem simultaneamente ambas as regides ou
atingirem zonas de transigdo entre elas cuja discriminagao esta fora do poder de
resolugdo do presente método de inje¢do. Estas definigées se aplicam as demais

regides que foram analisadas em conjunto e estao identificadas na tabela 2. Cinco -



38

Figura 5 - Desenhos semi-esquematicos de cortes frontais do tegmento pontomesencefélico de pombos,
ilustrando 6s locais de injegbes de 8-OH-DPAT (6,1 nmol) em que ocorreram efeitos dipsogénicos (e),
efeitos hiperfagicos (A), ambos efeitos ingestivos (k) e sem efeitos ingestivos (O). Efeitos dipsogénicos e
hiperfagicos foram considerados como tal quando a ingestdo de alimentos e/ou de agua foram iguais ou
maiores que 4,4 g e 5,2 ml respectivamente. As letras e os nimeros acima e a esquerda de cada figura
indicam o nivel antero posterior do corte em relagdo ao atlas estereotaxico de Karten e Hodos (1967).Ver
lista de abreviaturas.
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Figura 6 — (A e B) Fotomicrografias de cortes frontais do tegmento pontomesenceféli'co de
pombos, corado pela técnica de Nissl; ilustrando os sitios de inje¢Ses de 8-OH-DPAT mdncados
pelas setas. (C e D) Fotomicrografias em niveis correspondentes aos de A e B respectlvamente
|Iustrando a distribui¢ao de pericarios 5-HT |munoreat|vos Ver hsta de abrevnaturas : '
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sitios de injecdo foram identificados na regido zp-FLM IV + TV cuja analise
imunohistoquimica confirmou a presenga de pericarios 5-HT IR. Na regido Ann +
nDBC foram obtidos 2 sitios de injegdo na linha média (regido com intensa
presengca de pericarios 5-HT IR) e outros 8 sitios de inje¢do na porgdo
dorsolateral desta estrutura cujos resultados da andlise imunohistoquimica

revelaram a presenca de raros pericarios 5-HT IR.

Nas regifes ventrais e rostrais do tegmento mesencéfélico (zp-IP + AVT)
pudemos avaliar os efeitos do 8-OH-DPAT em apenas 9 casos. A mera
implantagdo de canulas-guias nestas regibes pfovocou, de forma consistente,
alteragbes motoras severas em 15 animais, incluindo ataxia e distdnias, que
impediram a realizagdo dos experimentos. Em outros 9 animais com a canula-
guia implantada nesta mesma regido, verificou-se que a introdugéo da cénula-
injetora provocava intensa hemorragia no local, seguida por Obito. Foram
jdentiﬁcados ainda 10 sitios de injegdo na regido do LoC + SCd, estruturas estas
localizadas no tegmento dorsolateral & linha média e que contém pericérios 5-HT

IR.

Outras 15 injegdes de 8-OH-DPAT foram administradas no aqueduto ou no
4° ventriculo. Evidéncias da aplicagdo de injegdes de 8-OH-DPAT nesta regido
sdo decorrentes da identificagdo dos 5 sitios de injecdo efetuados e do intervalo

de 1 mm entre elas.

Quarenta e um sitios de injegdo foram localizados em regibes que de
acordo com a andlise imunohistoquimica previamente descrita, ndo contém

pericarios imunoreativos a 5-HT (n-IR). Estes sitios de injegdo compreenderam os
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seguintes locais: zona peri nucleo de Edinger-Westphal (n=3), zona peri nervo
oculomotor (n=2), nucleo rubro (n=1), cerebelo (n=7), nucleo oculomotor (n=3),
regides laterais do nucleus reticularis pontis oralis (n=4), nucleus reticularis pontis
caudalis, p. gigantocellularis (n=3), nucleus pontis lateralis (n=2), nucleo do nervo
troclear (n=2), nucleus papillioformis (n=1), decussagédo dé nervo troclear (n=2),
comissura tectal (n=1), nucleus interpeduncularis (n=2), substancia grisea
centralis (n=2), nucleus tegmenti pedﬁnculo-pontinus, pars. compacta (n=1),
formagéao retiéular lateral (n=1) e nucleus subceruleus ventfalis (n=4). Além dos
sitios de injecdo mencionédos acima, também foram incluidos na regidao n-IR,
para posterior analise, os sitios de injegao localizados na porgéao dorsolateral do
nucleus decussagéo do brachium conjunctivum (n=3) e do nucleus annularis (n=5)

(ver tabela 2).

2.1.2. Efeitos das inje¢coes de 8-OH-DPAT no tegmento pontomesencefalico

sobre o consumo de agua e alimento

No presente estudo, os consumos de agua e alimento apds injegées de 8-
OH-DPAT. em diversos distritos do tegmento pontomesehcefélico foram
analisados de acordo com os critérios de ingestdo minima detalhado no tépico de

material e métodos.

A distribuic&o dos sitios de injecdo no tegmento pontomesencefalico
tratados com 8-OH-DPAT e seus efeitos ingestivos estdo representados na.tabela
2 e na ﬁgufa 5. Os efeitos ingestivos apresentados na tabela 2 foram

primeiramente analisados de acordo com as regides do tegmento
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pontomesencefalico submetidos ao tratamento com 8-OH-DPAT na dose 6,1
nmol. Os valores numéricos repfesentam a média + erro padrdo da média dos
- consumos de agua e alimento considerados em relagéo ao nimero total de sitios
de inje¢do numa mesma regido e aos efeitos ingestivos (dipsogénico, hiperfagico,

ambos efeitos e sem efeitos ingestivos).

Primeiraménte, foram avaliadés os efeitos ingestivos da injecdo de 8-OH-
DPAT no conjunto de estruturas paramedianas e da linha média (tabela 2).
Pudemos observar que, de 35 injegdes de 8-OH-DPAT administradas nestas
estruturas ocorreram efeitos ingestivos em 29 Casos (83%), enquanto que
nenhum efeito ingestivo foi observado em outros 6 casos (17%). E interessante
notar que dos 29 casos que ocorreram efeitos ingestiVos, as injegées de 8-OH-
DPAT provocaram de forma consistente, um aumento exclusivo na ingestio de
agua em 18 casos, o que representou 62% dos efeitos ingestivos observados.
Além disso, apos as injegdes de 8-OH-DPAT também foram observados, porém
de forma menos consistente, efeitos exclusivamente hiperfagicos e ambos efeitos
ingestivos (hiperfagicos e dipsogénicos) em 5 casos (18%) e em 6 casos. (20%)
respectivamente. As injegdes de veiculo administradas nestes Iocais_néo afetaram
a ingestdo em niveis acima dos critérios minimos de consumo previamente
estabelecidos. No entanto, pudemos verificar em apenas um caso experimental,
que o 8-OH-DPAT ou veiculo provocaram efeitos hiperfagicos similares quando

administrados na regido zp-IP + AVT (ver tabela 2).

As injecoes de 8-OH-DPAT administradas no agueduto ou 4° ventriculo

provocaram efeitos ingestivos em todos os casos analisados. Entre os efeitos



Tabela 2. Distribuicio dos sitios de iniecdes de 3-CH-DPAT (8.1 nmol) no teamento nontcmesencafiliico ¢ seus afeites ingestives

N N (%) N (%) N (%) N (%)
REGIAC {n” total X + EPM mi com ofeitos X = EPM g com efeitos X = EPM milg com ambos X+ EPM milg
sitios) dipsogénicos * hiperfagiccs * efeitos ingestivos * sem afeitos ingestivos
Estruturas paramedianas a da linha média
10 (53%) 3(16%) 2(10%) 4 (21%)
D=82108 D=8,0+09 D=(B) 13,0 £ 3,1 D=(B)0,0+0,0
LC+CS 19 V=1,1+0,8 V=0,0+0,0 V=(B)4,5+05 D=(C)0,0+0,0
D=(C)52+08
V=(C)25+0,5
8 (100%)
Ann + nDBC (dorsolateral) 8 - - - D=(B)0,0+0,0
D=(C)00=00
0,
Ann + nDBC (linha média) 2 Di (71 go+/°0) 3 - - -
V=17+18
4 (80%) 1 (20%) .
ZPFLMAV + TV 5 D=107+1,4 D=51+00 :
V=21+£1.2 V=0,0+00
2(22%) 1(12%) 4 (44%) 2 (22%)
D=756+t25 D=52+00 D=(B) 11,2+ 31 D=(B)0,0£0,0
P + AVT 9 V=25:25 V=501 00 V=(B)13+13 D=(C)0,5+ 0,5
D=(C)52+09
V=(C)13+0,7
Estruturas laterais a linha média
2 (20%) 2 (20%) 6 (60%)
D=6,5+£05 D=(B) 14,0+ 5,0 D=(B)0,0+ 0,0
LoCr +SCd 10 V=20£20 - V=(B)1,5+15 D=(C)02+0,2
D=(C)6,2:+08
V=(C)1,2+1,2
13 {87%) 1{6,7%) 1(8,3%)
D=116+1,2 D=7,0+00 D=(B) 16,0+ 0,0
Aqueduto/ 4° ventriculo 15 V=504+145 Vv=0,5+0,0 Vv=(B)0,0+0,0 -
: D=(C) 11,0+ 0,0
V=(C)0,5+00
41 (100%)
n-IR 41 ) B N D=(B)0,5+0,2
D=(C)0,3+0,1

Efeitos ingestivos provocados pelo tratamento com 8-OH-DPAT (D) e veiculo (V) Os dados representam a média (x) * erro padrio da média (E.P.M). Os
asteriscos (*) indicam ingestdo de dgua > 5,0 ml e/ou ingestdo de alimento > 4,4 g (ver critérios de consumo ingestivo — comer (C) e beber (B) - em Material e

Métodos).

1574
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ingestivos observados, o efeito dipsogénico foi o mais consistente. Em 13 casos
(87%) ocorreram aumentos no consumo de agua. Além disso, a intensidade do
consumo de agua obtida apds esta injegdo representou mais que o dobro do
consumo de &gua observada em um animal ndo tratado com droga. Por outro
lado, verificou-se que o efeito hiperfagico ocorreu em apenas 1 caso (6,5%) e com
intensidade superior a 4,4 g. J& a ocorréncia de ambos efeitos ingestivos foi
verificada em 1 caso (6,5%) e com intehsidade de consumol" de agua e alimento

superiores a 5,2 ml e 4,4 g respectivamente.

E interessante notar que a média de consumo de agua (5,0 + 1,45 ml) apés
a administragdo de veiculo (4cido ascérbico) no aqueduto ou 4° ventriculo foi
préxima aos critérios de consumo ingestivo estabelecido (5,2 ml). Este fato foi
decorrente do efeito dipsogénico observado apés a administragio de veic‘ulo em7
éasos. considerados em relagdo ao nimero total de 15 casos de inje¢cdo de
veiculo no aqueduto ou 4% ventriculo. Nestes 7 casos, a média de consumo de
agua apoés a injegédo de veiculo foi de 9,7 + 1,4 ml enquanto que com o 8-OH-
DPAT foi de 8,3 + 1,8 ml. Assim, nestes casos, além da administragdo de acido
ascérbico, foram testados posteriormente, no mesmo Iocél de injegcdo, outros
veiculos, como a solugdo isotdnica de cloreto de sédio (NaCl 0,9%; pH 5,5) e o
liquido cefalorraquidiano artiﬁcial (LCR; pH 8,0). Contudo, a administragédo destes
outros veiculos resultou em efeitos dipsogénicos semelhantes aos observados
apés administragdo do acido ascérbico. A média de consumo de agua apods
administragdo de LCR e de NaCl 0,9% foi de 9,0 ml (n= 2) e de 7,5 ml (n=2)

respectivamente.
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As injecbes de 8-OH-DPAT administradas nas estruturas laterais a linha
média e que atingiram as regides do LoC + SCd néo provocaram alteragdes na
ingestéo de agua e alirhento em 6 casos (60%), considerados os critérios minimos
de ingestao. Além disso, as inje¢ées de 8-OH-DPAT provocaram efeltos
dipsogénicos em apenas 2 casos (20%) e ambos efeitos ingestivos em outros 2
casos (20%). Por outro lado, as injeges de veiculo administradas nestas regides

nao afetaram esse comportamento.

- Em resumo, foi verificado que as injegdes de 8-OH-DPAT provocaram, de
forma consistente, efeitos principalmente dipsogénicos e de formé menos
consistente efeitos hiperfagicos, no conjunto de estruturas paramedianas e da

linha média do tegmento pontomesencefalico e no aqueduto ou 4°ventriculo.

2.2 - Efeito da injegao de 8-OH-DPAT (6.1 nmol) sobre a ingestdo de agua e

sobre os padrées comportamentais de ingestiio hidrica’®

No presente estudo foram analizados os efeitos cor'nportamentals ingestivos
e nao ingestivos provocados pela administragdo de 8-OH-DPAT 6.1 nmol em
diferentes distritos do tegmento pontomesencefélico e no aqueduto ou 4°
ventriculo. Assim, para uma andlise estatistica dos resultados obtidos nestes
experimentos os dados foram agrupados de acordo com a sua localizagéo em um
dos dois grandes distritos contendo 5-HT-IRp observados na anélise
imunohistoquimica: o grupo lateral e a rafe superior (que inclui as estruturas
paramedianas e da linha média). As justificativas para tal agrupamento incluem as

diferengas topograficas e citoarquitetdnicas encontradas entre estes distritos,
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além das ja mengionadas diferencas entre os efeitos ingestivos de injegéés de 8-
OH-DPAT obtidas nas duas regides (ver tabela 2). No conjunto de dados usados
para obtengcdo de médias e erros padrées da média e para comparagdes
estatisticas foram incluidos os casos em que, apesar dos pontos de inje¢éo
estarem localizados na rafe superior ou no grupo lateral, os efeitos ingestivos néao
foram superiores aos critérios de ingestdo minima utilizada na analise anterior. Os
dados para analise estatistica de injegbes de 8-OH-DPAT no aqueduto ou 4°
ventriculo incluiram os 8 animais em que apenas a injegdo da droga resultou em
aumento na ingestdo mais os dados dos 7 animais em que ambos, droga e
veiculo (acido ascérbico) provocaram efeitos ingestivos acima dos critérios
minimos de ingestdo. Além disso, como controle adicional destas andlises foi
incluido o conjunto total de dados obtidos apés injegdo de 8-OH-DPAT em

distritos nIR a serotonina.

As inje(,:ées d‘e 8-OH-DPAT administradas nas estruturas paramedianas e da
linha média (M) provocaram um aumento estatisticamente significante na ingestéo
de agua (6',7 + 0,9 ml).quéndo comparado com as injecdes de veiculo ‘nestes
locais (1,8 £ 0,5 ml) e com as injeges de 8-OH-DPAT administrada em regifes n-
IR (0,4 + 0,2 ml) (ver figura 7). Esse aumento no consumo dé agua observado
apos a injecdo de 8-OH-DPAT foi acompanhado por uma redugdo na laténcia
para beber, isto é, ocorreu uma redugéo estatisticamente significante do tempo
entre a administragéo da droga e o inicio da ingestdo hidrica quando comparado
com as injecbes de veiculo nestes mesmos locais e com as injegbes de 8-OH-
DPAT em regides n-IR (ver tabela 3 e figura 7). E interessante notar que em 40%

dos casos de injecdo de 8-OH-DPAT nesta regido as laténcias para ingestéo
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hidrica tiveram inicio ao longo do tempo de até 300 segundos. Além destas
alteragoes, as injegoes de 8-OH-DPAT também afetaram a duragdo de tempo
despendida e a freqiiéncia no comportamento de beber ao longo de 1 hora de
observagao. Assim, as inje¢oes de 8-OH-DPAT provocaram um aumento na
duragéo e na freqiiéncia de beber que foram diferentes dos efeitos obtidos com as
injegbes de veiculo nestes mesmos locais e das inje¢oes de 8-OH-DPAT em

regioes n-IR.

Além dos efeitos dipsogénicos obtidos com as injegdes de 8-OH-DPAT nas
regides acima mencionadas, também foi verificado que esta droga provocou um
aumento no consumo de agua quando aplicado no aqueduto ou 4° ventriculo (V).
A andlise estatistica revelou diferengas significantes do efeito dipsogénico
provocado pelas inje¢des de 8-OH-DPAT nestas regiées (11,2 + 1,3 ml) quando

‘comparadas com as injegbes de veiculo nestes locais (5,1 + 1.,4 ml) e com as
injegoes de 8-OH-DPAT em regides n-IR (0,4 + 0,2 ml) (figura 7). E interessante
notar que os pombos q'uando submetidos as inje¢Ges de 8-OH-DPAT no aqueduto
ou 4° ventriculo apresentaram uma laténcia curta para iniciar o consumo de agua,
permaneceram por mais tempo executando este comportamento e o reiniciavam
com uma maior freqiiéncia. Estes efeitos obtidos com as injegées de 8-OH-DPAT |
foram estatisticamente significantes quando comparados com as injegbes de
veiculo neste local e com as injegdes de 8-OH-DPAT em regides n-IR (ver figura 7
e tabela 3). Este efeito foi mais intenso nesta regido quando comparado com o

consumo de agua observado nas estruturas paramedianas e da linha média.
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A analise estatistiéa dos resultados obtidos com as injegcoes de 8-OH-DPAT
administradas nas estruturas laterais a linha média (L) ndo indicou altera¢gées no
consumo ou nos padrdes comportamentais de ingestdo de agua (ver figura 7 e
tabela 3). Estes resultados sdo coerentes com a baixa consisténcia dos efeitos

ingestivos de 8-OH-DPAT nesta regido indicado na tabela 2.

Tabela 3 - Efeitos de injecbes de 8- OH DPAT (8-OH) (6,1nmol) ou veiculo
(veh) sobre os padroes comportamentais de ingestao de agua.

regiéo tratamento n Duragéo Frequéncia  Laténcia
M 80OH 35 193+31*# 1 7+03*# 1167i237*#

veh 29 35+1,3 06+0,2 2401 +293

L 80H 10 76+3,9 1,56+0,8  2410+513

veh 6 1,2+0,8 05+0,3 3068 + 361

vV 80H 15 142+22'% 1,7+02% 415+ 107*#
veh 15 7,017 09+0,2 1578 + 398
n-IR 8OH 49 1,3+0,6 04+02 3220+138

~ Os dados da duragéo e laténcia estdo representados em segundos (média + E.) e
da frequéncia em incidéncia durante 1 hora de observagdo (média + E.P.M).
Regides: M éestruturas paramedianas e da linha média), L (estruturas laterais), V
(aqueduto/4” ventriculo) e nIR (n&o imunoreativa). (*) diferengcas estatisticamente
significantes em relagdo as inje¢des de veiculo no mesmo local (p< 0,05), teste de
Mann-Whitney). (#) diferencas estatisticamente significantes em relagdo as
inje¢gdes de 8-OH-DPAT em regides n-IR ((p< 0,05, teste de Mann-Whitney).
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Figura 7 — Efeitos de inje¢Bes de 8-OH-DPAT (6,1 nmol) ou de veiculo (acido ascorbico) no tegmento
pontomesencefélico sobre o consumo de &gua e os padrées comportamentais de ingestdo de agua.
Os pontos representam a média + E.P.M., obtidos ap6s inje¢bes de 8-OH-DPAT em regibes n&o
imunoreativas a 5-HT(n-IR), em regies Earamedianas e da linha média (M-80H), em regides laterais
(L-80RH), nas regides do aqueduto ou 4" ventriculo (V-80H) e de veiculo nestas regides (M-Veh, L-
Veh e V-Veh). (*) diferengas estatisticamente significantes em relacdo as Injegcbes de veiculo no
mesmo {ocal (p< 0.05, teste de Mann-Whitney). (#) diferencas estatisticamente significantes em
relagdo as inje¢bes de 8-OH-DPAT em regibes nIR. (p< 0.05, teste Mann-Whitney).
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2.2.1 - Efeito da injegio de 8-OH-DPAT (6,1 nmol) sobre a ingestdao de

comida e sobre os padrées comportamentais de ingestdo alimentar.

As inje¢coes de 8-OH-DPAT édministradas nas estruturas paramedianas e
da linha média (M) provocaram um aumento estatisticamente significante na
ingestdo de alimento (2,6 £ 0,5 g) quando comparadas com os efeitos obtidos
apos injegdo de veiculo nestes locais (6,8 + 0,2 g) e com as in]egées de 8-OH-
DPAT em regides n-IR (0,3 + 0,1 Q) (ver figura 8). Além do aumento no consumo
de alimento, os resultados da andlise estatistica revelaram que as inje¢des de 8-
- OH-DPAT afetaram os padrdées comportamentais de ingestdo. A laténcia para
comer foi reduzida, houve ‘um aumento na frequéncia de comer e no tempo
despendido para conéumir o alimento (ver tabela 4 e figura 8). Embora 8-OH-
DPAT tenhé provocado aumentos estatisticamente significantes na ingestao de
alimento, foi verificado que este efeito ocorreu de forma inconsistente na linha
media, principalmenté quando comparado com a ocorréncia do comportamento
de ingestdo de agua neste mesmo local (ver tabela 2). Além disso, o consumo de

alimento ficou abaixo dos critérios minimos de ingestéao estabelecidos.

Os resultados obtidos com as injegdes dev 8-OH-DPAT no aqueduto ou 4°
ventriculo (V) revelaram um aumento estatisticamente significante na ingestdo de
“alimento (1,9 + 0,8 g) que foi apenas diferente dos resultados obtidos com as
injegdes de 8-OH-DPAT em regi6es n-IR (0,3 + 0,1g) (ver figura 8). Além disso, as
inje¢coes de’ | 8-OH-DPAT provocaram redugdo na laténcia para comer e

aumentaram a freqiiéncia e a duragéao deste comportamento (ver tabela 4 e figura

8).
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As injecoes de 8-OH-DPAT administradas nas estruturas laterais & linha
média (L) ndo provocaram alteragbes na ingestdo de alimento e nos padrbes
comportamentais de ingestdo quando comparadas com as injegées de veiculo
nestes mésmos locais e com as injegbes de 8-OH-DPAT em regido n-IR (ver

tabela 4 e figura 8).

Tabela 4 — Efeitos de inje¢oes de 8-OH-DPAT (8-OH) (6,1 nmol) ou veiculo (veh)
sobre os padroes comportamentais de ingestdo de alimento .

regiao tratamento n Duragao Frequéncia  Laténcia

M 80H 35  120+32%# 4,5+0,8% 1677 +264*#
veh - 29 416+15 1906 2382 +294
L 80H 10 31,4+16  15+07 2481 +491
veh 6 29+ 18 20+1,3 2480+ 707

Y 80H 15 61,7+19# 35+0,8# 2170 + 320#

veh 15 829+36 22+09 2194+ 397
n-IR 8OH 49  80+30 04+01 31354151

Os dados (média + E.P.M.) da duragdo e laténcia estdo representados em
segundos e a freqliéncia em incidéncia durante 1 hora de observagéo. Regides: M
(estruturas paramedianas e da linha média), L (estruturas laterais), V (aqueduto/4°
ventriculo) e nIR (ndo imunoreativa). (*) diferengas estatisticamente significantes
em relagdo as injegdes de veiculo no mesmo local (p< 0,05), teste de Mann-
Whitney). (#) diferengas estatisticamente significantes em relagéao as injegées de
8-OH-DPAT em regides n-IR ((p< 0,05, teste de Mann-Whitney).
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Figura 8 — Efeitos de inje¢Ges de 8-OH-DPAT (6,1 nmol) ou de velculo (4cido ascérbico) no tegmento
pontomesencefélico sobre o consumo de alimento e os padrbes comportamentais de ingestdo de
alimento. Os pontos representam a média + E.P.M., obtidos apds injegGes de 8-OH-DPAT em
regi&es ndo imunoreativas a 5-HT(n-IR), em regiGes paramedlanas e da linha média (M-80H), em
regides laterais (L-80OH), nas regibes do aqueduto ou 4° ventriculo (V-80H) e de veiculo nestas
regiGes (M-Veh, L-Veh e V-Veh). (*) diferengas estatisticamente significantes em relagio as injegcdes
de velculo no mesmo local (p< 0.05, teste de Mann-Whitney). (#) diferencas estatisticamente

significantes em relagdo as injegbes de 8-OH-DPAT em regibes n-IR. (p< 0.05, teste de Mann-
Whitney).
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2.2.2 - Efeitos da injegao de 8-OH-DPAT (6,1 nmol) sobre as posturas tipicas

de sono e sonoléncia.

Os resUltados obtidos indicaram que as injegbes de 8-OH-DPAT
administradas nas diferentes regiées do tegmento pontomesencefalico e no
aqueduto ou 4° ventriculo (V) nao induziram nenhuma modificagdo na duragéo e
na iaténcia das bosturas tipicas de sono e sonoléncia quanfzio comparadas com
os resultados obtidos com as injegbes de veiculo nestes mesmos locais e com as
injecOes de 8-OH-DPAT em regi6es n-IR (ver tabela 5 e 6 e figura 9). Contudo, é
interessante notar que na regido lateral a duragao do comportamento de
sonoléncia foi extremamehte reduzida enquanto que o comportamevnto de sono

esteve completamente abolido.

Tabela 5 — Efeitos de injecdes de 8-OH-DPAT (8-OH) (6,1 nmol) ou veiculo (veh)
sobre as posturas tipicas de sono.

regiao tratamento n Duragao Laténcia
e (s) ()
M 8OH 35 133+40 3121144
veh 29 80433 3386496
L C8OH 10 00+0,0  3600+0,0
| veh 6 0,0+0,0 3600 + 0,0
V  8OH 15 3729 3540 £47
veh 15 89 +48 3404 + 104
n-IR 8OH 49 188150 2849166

Os dados da duragéo e laténcia estdo representados em segundos (média + E.P.M.).
Regifes: M (estruturas paramedianas e da linha média), L (estruturas laterais), V
(aqueduto/4® ventriculo) e nIR (n&o imunoreativa). (*) diferengas estatisticamente
significantes em relagio as inje¢des de veiculo no mesmo local (p< 0,05), teste de Mann-
Whitney). (#) diferengas estatisticamente significantes em relagédo as injegoes de 8-OH-
DPAT em regides n-IR ((p< 0,05, teste de Mann-Whitney).
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Tabela 6 — Efeitos de inje¢oes de 8-OH-DPAT (8-OH) (6,1 nmol) ou veiculo (veh)
sobre as posturas tipicas de sonoléncia.

tratamento

regido n Duracgéo Laténcia

e (8) 1)
M 80H 35 1022 + 132 1441 + 181
veh 29 1330 £ 190 1368 + 196
L 80H 10 588 +178 1486 £477
veh 6 662 + 320 | 1435 + 452
\Y 80OH 15 719 £ 160 | 1703 £ 259
veh 15 1239 +242 1372 £272

n-IR 80H - 49 1174 £ 127 1303+ 164

Os dados da duragéo e laténcia estdo representados em segundos (média +
E.P.M). Regibes: M (estruturas paramedianas e da linha média), L (estruturas
laterais), V (aqueduto/4® ventriculo) e nIR (ndo imunoreativa). (*) diferengas
estatisticamente significantes em relagdo as inje¢gbes de veiculo no mesmo local
(p< 0,05), teste de Mann-Whitney). (#) diferengas estatisticamente significantes

em relagéo as injegdes de 8-OH-DPAT em regiées n-IR ((p< 0,05, teste de Mann-
Whitney). '

2.23 - Efeitos da injegdo de 8-OH-DPAT (6,1 nmol) sobre os
comportamentos de imobilidade alerta, autolimpeza e exploragio do

ambiente através de movimentos do corpo e da cabega.

As injegoes de 8-OH-DPAT administradas nas diferentes regides do
tegmento pontomesencefalico € no aqueduto ou 4° ventriculo (V) nédo provocaram
nenhuma modificagdo na d’uraga.o do comportamento de imobilidade alerta
emitido pelos animais quando comparadas com as injegSes de veiculo

administradas nestes mesmos locais e com as .injegdes de 8-OH-DPAT
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administradas em regides n-IR (figura 10). Do mesmo modo ndo foi verificada
nenhuma alteragdo na duragéo dos comportamentbs de exploragdao do ambiente,
emitidos pelo animal através do movimento do corpo ou da cabega. No entanto, é
interessante notar que as injecdes de 8-OH-DPAT administradas nas estruturas
paramedianas e da linha media provocaram um aumento na duragdo do
comportamento de autolimpeza que foi estatisticamente diferente dos obtido com
as injegdes de veiculo nestes mesmos locais e com as inje?ées de 8-OH-DPAT
em regides n-IR (ver tabela 7 e figura 10). Contudo, as inje’;;ﬁes de 8-OH-DPAT
ndo provocaram alteragdes deste comportamento quando administrada nas

outras regides.

Tabela 7 — Efeitos de injegdes de 8-OH-DPAT (8-OH) (6,1 nmol) ou veiculo (veh)
sobre as duragdes dos comportamentos de imobilidade alerta (1A), autolimpeza
(AL), exploraragdo com movimento do corpo (EMCP) ou cabegca (EMCB)

regiao tratamento n IA AL EMCP EMCB
e (s) (s) {s) (s)
M 80H 35 1304+128 528+82 132+27 152+39
veh 29 1448+178 307+61 11135 104 +32
L 8OH 10 2023+220 305+85 78+25 100+ 33
veh 6 1876+334 384+84 55125  75+25
Vv 8OH 15 1790+183 254+55 76+23 10024
veh 15 1406+245 387+92 65+22  51+15
n-IR 8OH 49 1502+143 329+51 79+17  79+21

Os dados da duragdo estdo representados em segundos (média + E.P.M.).
Regides: M (estruturas paramedianas e da linha média), L (estruturas laterais), V
(aqueduto/4° ventriculo) e nIR (ndo imunoreativa). (*) diferengas estatisticamente
significantes em relagédo as inje¢des de veiculo no mesmo local (p< 0,05), teste de

Mann-Whitney). (#) diferencas estatisticamente significantes em relacdo as .

injegées de 8-OH-DPAT em regides n-IR ((p< 0,05, teste de Mann-Whitney).
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Figura 10 — Efeitos de injecdes de 8-OH-DPAT (6,1 nmol) ou de veiculo (acido ascérbico) no
tegmento pontomesencefalico sobre os comportamentos de imobilidade alerta, autolimpeza e
exploragdo do ambiente (através do movimento do corpo ou da cabega). Os pontos representam a
média + E.P.M., obtidos ap6s injegBes de 8-OH-DPAT em regibes ndo imunoreativas a 5-HT(n-IR),
em regides paramedianas e da linha média (M-80H), em regides laterais (L-80OH), nas regiGes do
aqueduto ou 4° ventriculo (V-80H) e de veiculo nestas regiSes (M-Veh, L-Veh e V-Veh) (*) diferengas
estatisticamente significantes em relagdo a injegdes de veiculo no mesmo local (p< 0.05, teste de
Mann-Whitney). (#) diferencas estatisticamente significantes em relagdo a injegbes de 8-OH-DPAT
em regiGes n-IR (p< 0.05, teste de Mann-Whitney).
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2.2.4 — Efeitos do 8-OH-DPAT sobre é correlagao entre a ingestao hidrica e

de alimentos e de suas proporgoes.

Além dos testes estatisticos efetuados acima, os dados pertinentes as
injecbes nas estruturas paramedianas e da linha média também foram
submetidos a uma andlise de correlagéo (teste de Spearman) para avaliar as
relagdes entre ovconsumo de agua e alimento apds a injegép de 8-OH-DPAT ou
velculo na linha méd.ia. Assim, nos animais tratados com y;eiculo a analise de
correlagdo efetuada entre o consumo de agua e de vali}mento apresentou
| correlagdo positiva estatisticamente signiﬁcante (p=0,43; p= 0,032). Nos animais
tratados com 8-OH-DPAT, a correlagédo entre o coﬁsumo de agua e alimento foi
tambem significante, porém negativa (p= -0,60; p= 0,001), ou seja, animais que

bebem muito tendem a comer menos e vice-versa (ver figura 11).

Em adigéo, foi verificada a proporgéo da ingestdao de agua em relagdo a
ingestdo de alimento com os dados obtidos com as injegées de 8-OH-DPAT e
veiculo na linha média e com as inje¢des de 8-OH-DPAT nas regides N-iR. Os
resultados desta andlise revelaram que injégées de 8-OH-DPAT provocaram um
aumento estatisticamente significante na proporg¢éo de agua ingerida em relagao
ao consumo der alimento (3,84 + 0,6) quando comparado com as inje¢ées de
veiculo nestes locais (1,79 + 0,3) e com as injegées de 8-OH-DPAT nas regides

N-IR (1,17 £ 0,1) (ver figura 12 A).
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Figura 11. Analise de correlagdo (teste de Spearman) entre o consumo de &gua e
alimento apds a injecdo de 8-OH-DPAT (o) (p= -0,600; p<0,001; n=25) e entre o
consumo de agua e alimento apds a injegédo de veiculo (o) (p= -0,427; p<0,033;
n=25). As linhas sélidas indicam a linha de regresséo e as linhas pontilhadas
indicam intervalo de confianga 95%.
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(M) Proporgéo da ingestdo de dgua em relag8o a ingestdo de alimento (mi/g) ap6s inje¢bes de
8-OH-DPAT ou de veiculo na linha média do tegmento pontomesencefélico e em 5-HT(n-IR).
Os pontos representam a média + E.P.M. (*) diferengas estatisticamente significantes em
relacio a injegdes de veiculo no mesmo local (p< 0.05, teste de Mann-Whitney). (B) Proporgéo
da ingestao de dgua em relagdo a ingestdo de alimento (ml/g) ap6s diferentes doses de 8-OH-
DPAT (0,6, 2,0 e 6,1 nmol) ou de veiculo na linha média do tegmento pontomesencefalico. Os
pontos representam a média + E.P.M. (*) diferengas estatisticamente em relagdo as injegdes
de veiculo (p< 0,5, teste de Mann-Whitney).
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2.3 — Efeitos ingestivos de diferentes doses de 8-OH-DPAT aplicadas nas

estruturas da linha média

Foram investigados os possiveis efeitos da administra¢do de diferentes
doses de 8-OH-DPAT e de veiculo em algumas estruturas da linha meédia
(LC+CS, Ann+nDBC; n= 13). Os efeitos provocados por diferentes doses de 8-
OH-DPAT sobré a ingestdo de &gua e alimento e zsobre os padrdes

comportamentais de ingestao estao indicados nas figuras 13 e 14.

Os resultados desta analise revelaram que o tratamento com diferentes

doses de 8-OH-DPAT (0,6, 2,0 e 6,1 nmol) foram efetivos em provocar um
aumento estatisticamente significante no consumo de agua (respectivamente: 8,4
+10ml; 58 + 0,6 mle 82+ 08 ml). Além disso, a .énélise estatistica dos
padroes comportamentais de ingestdo de agua (laténcia, freqiiéncia e duragéo)
indicou que todas as trés doses de 8-OH-DPAT administradas nas estruturas da
linha média foram efetivas e estatisticamente significantes, com exceg¢ao da dose

de 0,6 nmol para laténcia de beber, quando comparadas com as injegées de

veiculo.

Quanto aos resultados obtidos com as diferentes doses de 8-OH-DPAT
(0,6, 2,0 e 6,1 nmol) sobre o consumo e os padrées comportamentais de ingestao
de alimento a andlise estatistica nédo revelou diferengaé sighiﬁcantes quando
esses resultados foram comparados com os dados obtidos apés a injegdo do
veiculo. As médias de consumo de. alimento, de acordo com as diferentes doses
de 8-OH-DPAT (0,6, 2,0 e 6,1 nmol) foramde 0,5+ 0,3 m|, 0,9 +02mle 2,8 +

0,9 gramas respectivamente.



RESULTADOS 62

As andlises de correlagdo (teste de Spearman) efetuadas entre os
tratamentos (veiculo e diferentes doses de 8-OH-DPAT) e o consumo de agua (p=
0,72; p=<0,001) ou entre os tratamentos e o consumo de alimento (p= 0,34; p=
0,060), indicaram correlagbes estatisticamente significantes apenas entre. os
diferentes tratamentos efetdados e o consumo de 4gua. Os padrbes -
comportamentais de ingestdo de agua também foram submetidos a uma analise
de correlagdo. Os resultados désta analise revélaram correlagGes
estatisticamente significantes entre_ laténcia (p= -0,52; p<-0",001), frequéncia (p=
0,59; p<0,001) e duragéo de beber (p= 0,81; p= 10 quando associadas com os
tratamentos efetuados. Por outro lado, os padrées comportamentais de ingestéo

de alimento ndo apresentaram correlagoes estatisticamente significantes quando

comparados com os tratamentos.

A proporgdo da ingestdo de agua em relagdo a ingestdo de alimento
também foi verificada através dos dados obtidos com as diferentes doses de 8-
OH-DPAT na linha média. Os resultados desta analise revelaram que diferentes
doses de 8-OH-DPAT (0.6, 20 e 6.1 nmol) provocaram um aumento
estatisticamente significante na proporgdo de agua consumida em relagdo ao
consumo de alimento (respectivamente: 7,45 + 1,46; 4,00 + 1,03 e 5,61 + 1,02)
quando comparado com as injegbes de veiculo neste local (1,61 + 0,45) (ver -

figura 12 B).
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Figura 13. Efeitos de diferentes doses de 8-OH-DPAT (0,6, 2,0 e 6,1 nmol) ou de veiculo na
linha media do tegmento pontomesencefalico sobre o consumo e os padrées

comportamentais de ingestdo de agua. Os pontos representam a média + E.P.M. (%
diferencas estatisticamente em relag8o as inje¢bes de velculo (p< 0,5, teste de Mann-

Whitney)
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Os resultados do presente estudo indicam que injegées de 8-OH-DPAT ao
longo da linha média do tegmento pontomesencefalico provocam, de. fovrqma
consistente, efeitos dipsogénicos em pombos acordados e com livre acesso a
agua e alimento. O padrao comportamental de ingestdo hidrica também foi
alterado pela administragao céntral de 8-OH-DPAT, que provocou uma redugao
na laténcia para iniciar o consumo de ég.ua e um aumento na duragao total deste
comportamento. Estes efeitos foram verificados em distritos :da linha média onde
esta concentrada a grandé maioria dos pericarios contendo 5-HT no pombo
(Challet e cols., 1996 e presente estudo). As injegéés de 8-OH-DPAT
administradas no grupo lateral (Loc — SCd) ndo provocaram, dé forma
consistente, efeitos dipéogénicos, apesar de numerosos 5-HT-lRp _também
ocuparem estas regides. Além diéso, injegbes de 8-OH-DPAT nas varias regides
do tegmento pontomesencefalico sem pericarios imunoreativos (ver resultados)

n&o provocaram respostas ingestivas.

Eéstes dados sugerem cjue 0 grupo dva linha média pode participar. de
~ sistemas funcioqais diferentes | daqueles do vgrupo_ lateral. Diferengas
citoarquitetbnicas verificadas .através da detecgdo imunohisioqui'mica reforcam
este aspecto. Resultados da descrigdo efetuada no presente estudo mostram que
os 5-HT-IRp distribuidos na linha média pontomésencefélica sdo pequenos (8-16 |
pm em sue maior didmetro), ovais e fusiformes, bipolares ou muitipolares, com
poucos processos pobremente marcados; a densidade de marcagéo nestes
pericarios varia de fraca a moderada. Ja os 5-HT-IRp do grubéa lateral (LoC —

SCd) sao ovais ou poligonais, de tamanho médio ou grande (16 a 32 um), e
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ostentam processos densamente marcados formando arborizagdo bipolar ou-

multipolar sem diregéo preferencial.

Em adigdo aos aspectos citoarquitetonicos referidos acima, o0s reéultados
da detecgéo imunohistoquimica obtidos no‘pres.ente estudo revelaram um padrdo
de distribljigéo de 5-HT-IRp no tegmento pontomesencefalico vde pombos
consistente com‘aquele relatado por Challet e cols. (1996). \Estes investigadores
identificaram no cérebro de pombos domésticos (Columba livia), 21 .Adiferentes
grupos de células contendo serotonina. Dois destes grupos foram Iobélizados no
hipotélamo ocupando o 6rgdo periventricular e o recesso do infundibulo. Os
outros 19 grupos foram localizados em diversas régic”)es do tegmento
mesencefalico, pontino e bulbar. Além disso, 10 desses grupos de células foram
- localizadas na regido da linha média a partir do istmo até o nivel pontino-bulbar
posterior e os outros 9 gfupos em regides laterais a linha média, a partir do

tegmento mesencefalico posterior até o nivel bulbar caudal.

Por outro Iado,» no présente estudo, optamos por examinar estes grupos de
S—HT—IRp no tegmento pontomesencefalico de pombos considerando-os como
duas colunas de células: a rafe superior (qﬁe inclui_ as estruturas par_amedianas e
da linha médié) e o grupo lateral (que inclui o Loc-SCd). Assim, a inclusdo dos
diversos distritos pontomesencefalicos em um destes dpis Qrupos foi realizada de -
acordo com os aspectos.iopogréﬁcos (principalmente pela continuidade aparente
das colunas ao longo do eixo rostro-caudal) e citoérquitetc“)nicos (mencionados
acima) delineados na detecgéo imunohistoquimica, além das diferengas éntre 0s

efeitos ingestivos obtidos ap6s a injecdo de 8-OH-DPAT na rafe superior e no
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grupo lateral e das semelhangas entre os resultados ingestivos obtidos apds as

injegoes nas diferentes estruturas da linha média (ver tabela 2).

Embora alguns estudos indique.m uma ampla distribuigao de fibras 5-HT no
sistema nervoso central do pombo, o padrdo de inervagdo deste sistema n&o foi
estudado sistematicamente. Estudos realizados por Challet e cols. 1996,
descreveram superficialmente os sistemas de projegdes §erotoni_nérgicas em
distritos cerebrais de pombos, merecendo destaque apenas §s principais siti.os de
concentragdo de fibras de neurénios imunoreativas a serdtonina . Assim, a
descricdo neuroanatomica de fibras e terminais serotoninérgicos do tronco
encefalico de pombos relatado por estes investigadores, identificou a ocorréncia
de uma intensa inervagéo no tecto optico e uma alta densidade de terminais sobre
os neurdnios de varios nervos cranianos (NI, NIV, NV, NVIl). Alem disso, varios
outros nucleos (IO, SCd, LoC, GCt e IP) exibiram densos plexos de fibras e
terminais imunoreativos a serotonina. Algumas estruturas do prosencéfalo como a
camada granular do bulbo olfativo, a area parahipocampal, o septo e diferentes
areas predticas e hipotaldamicas também apresentaram uma intehsa inérvagéo

positiva para serotonina.

Uma descrigdo mais detalhada da inervagédo serotoninérgica em aves foi
realizada por Yamada e Sano (1985) em galinhas (Gallus domesticus). Este -
estudo revelou uma ampla distribuigédo de fibras imunoreativas a serotonina por
todo sistema nervoso central. Entre estas regides, vérias estruturas hipotalamicas
recebem inervagdo serotoninérgica densa ou moderada como o  nlcleo

paraventricular, o hipotalamo lateral e os ntcleos ventromedial e dorsolateral do
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hipotalamo. Além disso, estas estruturas parecem constituir um dos pfincipais
substratos neuroanatdmicos para regulagdo da ingestéo de alimentos em aves e
mamiferos (para revisdo ver: Kuenzel, 1994; Leibowitz e cols., 1998; Denbow,

1999; Kuenzel e cols., 1999).

E interessante ressaltar que, em ratos, a comparag&o das proje¢des do
nicleo da rafe mediana com o nucleo da rafe dorsal mostra que estes dois
importantes grupos de células contendo 5-HT-IRp mantém padrédo diferencial de
dvistribuigéo de fibras. Diversas estruturas do prosencéfalo recebem projegées
predominantemente do nucleo da rafe mediana ou do nucleo da rafe dorsal, mas
ndo com a mesma densidade (Vertes e cols.,1991 e 1999). Estas diferengas
neuroanatdomicas de origem das proje¢oes e seus alvos podem refletir

importantes diferengas funcionais entre estes dois sistemas (Vertes e cols., 1999).

Em resumo, os efeitos ingestivos obtidos através das injecées de 8-OH-
DPAT parecem sugerir diferengas funcionais entre a rafe superior e o grupo
lateral do tegmento pontomesencefalico de pombos. Um exame detalhado das
diferengas hodoldgicas entre estes distritos podera revelar os circuitos

subjacentes a estas diferengas funcionais.

Varios estudos tém relatado a participagdo dos auto-receptores 5-HTi,
somatodendriticos, situados em neurdnios da rafe dorsal e mediana, na regulagéo
do comportamento de ingestdo alimentar em mamiferos (e.x.: Behdotti e
Samanin, 1986; Fletcher e Davies,'1990; Fletcher, 1991). Os resultados obtidos
nestes estudos revelaram'aumentos na ingestdo de alimento apés inje¢bes de 8-

OH-DPAT nestes distritos da rafe. A ativagdo dos receptores 5HT1a pelo 8-OH-
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DPAT reduz a atividade neuronal serotoninérgica, diminuindo a sintese e
liberagdo de 5-HT nos campos terminais inervados por estas células (ver, e.x., |
Hjorth e Magnusson, 1988; Martin e cols., 1999). Evidéncias bioquimicas indicam
que, em aves, 0 8-OH-DPAT desencadeia efeito semelhante. A injegéo sistémica
de 8-OH-DPAT em pombos provoca uma redugéo dos niveis de metabolito da 5-
HT, o acido 5-hidroxiindoleacético (5HIAA), no liquido cefalorraqujdiano (Gleeson
e cols., 1992). Além disso, estudos autbradiogréﬁcos realizados em ratos e em
pombos tém indicado a presenga de receptores 5-HTi, nos nlcleos da rafe,
hipocampo e cortex (Deshmukh e cols., 1983; Pazos e cols., 1985; Waeber e
cols., 1989). Assim, é possivel que os efeitos ingestivos observados apés a
administragao dé 8-OH-DPAT na linha média do tegmento pontomesencefélicq de

pombos se devam & redugdo da transmisséao de 5-HT.

O mecanismo neuroquimico pelo qual a 8-OH-DPAT parece atuar
provocando aumenfo da ingestéo de alimento (através da redugao na atividade de
neurdnios serotoninérgicos), € consistente com o papel inibitorio postulado para a
5-HT no controle do comportamento alimentar (Blundell, 1984; 1986). Além. disso,
o auto-receptor somatodendritico através do qual o 8-OH-DPAT parece exercer
pelo menos parte de suas agdes nestes dominios funciqnais tem como ligante
endégeno a serotonina, e representa um importante mecanismo que regtila'a |

atividade de neurdnios serotoninérgicos (Aghajanian e cols., 1987).

Embora as inje¢ées de 8-OH-DPAT na linha média tenham desencadeado
aumentos significantes tanto na ingestédo de alimento quanto na ingestao de agua,

os efeitos dipsogénicos foram mais intensos e consistentes que os efeitos
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hiperfagicos. Os resultados da analise de correlagdo entre o consumo de
alimento e de agua em animais tratados com veiculo indicam que estes dois
comportamentos estdo correlacionados positivamente, ou seja, animais que

comem muito tendem a beber mais.

Estudos realizados por Zeigler e cols. (1972) mostraram que, em pombos,
existe uma complexa interagéo entre a ingestao de alimento ea ingestao de agua,
semelhante aquela relatada em mamiferos e outras especies de aves
(Strominger, 1947; Van Heme e Meyer,.1969). Resultados vdeste estudo indicam
que a ingestdo de agua e de alimento verificada em pombos mantidos em
condigdes experimentais com alimento e agua disponiveis ad libitum esta
positivamente correlacionada, e é proporgao entre ambos se mantém constante.
Além disso, estes resultados estdo de acordo com as analises de correlagéo e de
proporgéo efetuadas no presente estudo com os dados obtidos com as injegdes
de veiculo na linha média do tegmento pontomesencefalico. Além da correlagdo
positiva, o indice agua/alimento obtido em pombos intactos por Zeigler e cols.
(1972) (1,64 + 0,30 mi/g) é semelhante ao que obtivemos nos animais trétados

com veiculo (1,79 + 0,32 mi/g).

Os resultados da analise de correlagdo entre o consumo de agua e
alimento, obtidos apds a inje¢do de 8-OH-DPAT na linha média, indicam que
estes dois comportamenfos passam a correlacionar-se negativamente, ou seja,
animais que bebem muito tendem a comer menos e vice-versa. Além disso, as
injecoes de 8-OH-DPAT na linha hédia provocam um aumento estatisticamente

significante na propor¢do de agua ingerida em relagdo ao alimento consumido
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quando comparado com inje¢bes de veiculo e de 8-OH-DPAT em regic“:és N-IR.
Em adicao, as diferentes doses de 8-OH-DPAT foram efetivas em provocar.um

aumento na proporgao de agua ingerida em relagao a ingestao de alimento.

Assim, injegbes de 8-0H-DPAT administradas na linha média do tegmento
pontomesencefalico promovem mudangas na relagao entre a ingestdo de agua e
de alimento em pombos, indicando uma desorganizagdo dq padréo periprandial
de ingestdo de agua, e um aumento seletivo no consumo de agua como
conseqiiéncia deste tratamento. E interessante ressaltar ainda que o efeito
dipsogénico obtido com as injecdes de 8-OH-DPAT no aqueduto/4° ventriculo .no
presente estudo, foi maior (em torno de 60%) do que aquele observado apés a
inje¢do de 8-OH-DPAT na linha média. Além disso, este aumento no consumo de
égﬁa foi acompanhado por alteragdes significantes nos padrées comportamentais
de ingestao hidrica. No presente trabalho, o 8-OH-DPAT provocou efeitos
dipsogénicos potehtes nos 14 casos de injegbes no aqueduto/4® ventriculo. No
entanto, em 6 destes casos o veiculo (acido ascérbico) também elevou o
consumo de agua. Outros veiculos testados (NaCl, 9% e liquido cefalorraqﬁidi_ano
-LCR) reproduziram o mesmo efeito verificado com acido ascérbico. O pH destas
solugdes variou desde alcalino (LCR - pH 8,0) até o acido (acido ascérbico — pH
2,8 e solugdo de NaCl - pH 5,5). Assim, de acordo com estes resultados, a A
possibilidade do efeito dipsogénico obtido com veiculo ser decorrente da
influéncia do pH, principalmente acido, sobre a atividade neural ndo pode ser
sustentada. Estes efeitos poderiém também ser atribuidos a um provavel

fendmeno de distensdo mecénica. Contudo, em 8 casos de injecbes de veiculo
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nao foram observados efeitos dipsogénicos. Assim, mecanismos subjacentes aos

efeitos do veiculo nestes experimentos permanecem desconhecidos.

Estudos realizados por Steffens e cols. (1997), mostram que inje¢cGes i.’c.v.
de 8-OH-DPAT provocam, de forma dose-dependente, um aumento na ingestao
alimentar, que é seguidé pelo aumento na ingestdo hidrica e das posturas de
sono em pombos. Estes aumentos na ingestéo de égua: e de alimento séao
acompanhados por uma redugéo nas laténcias para iniciar estes comportamenfos

e pelo aumento na duragao total da ingestéo hidrica e alimentar.

E interessante ressaltar que nos estudos efetuados por Steffens e cols.
(1997), as injegdes i.c.v. de 8-OH-DPAT provocaram um intenso aumento no ,.
consumo de alimento (12 g) quando comparada com a média de consumo
alimentar (2,6 g) obtida apés a aplicagdo deste tratamento na linha média no
presente estudo. A média do consumo de agua observada ap6s as injegdes i.c.v.

de 8-OH-DPAT foi de 11 ml enquanto que na linha média foi de 6,7 ml.

Além disso, a proporgdo do consumo de dgua em relagéo ao consdmo de
alimento apds injegdes i.c.v. de 8-OH-DPAT ou de veiculo obtidos nos estudos de
Steffens e cols. (1997) em pombos, parecem reproduzir a relagao entre a ingestao
de agua e de alimento observada em nossos estudos. Este estudo também
mostrou um aumento na ingestdo de agua e de alimento apds diferentes doses de
8-OH-DPAT injetadas i.c.v. A correlagdo entre consumo de agua e de alimento
passod a ser negativa, de forma siinilar ao que observamos no presente estudo.
No entanto, a proporgao entre consumo hidrico e alimentar foi afetada de forma

diferente: o 8-OH-DPAT injetado i.c.v. provocou, de forma dose-dependente, uma
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redugéo na quantidade de agua ingerida por grama de alimento ingerido (04 +

0,05 ml/g).

Assim, enquanto as injegées de 8-OH-DPAT na linha média aumentam
principalmente o consumo de agua, a mesma droga injetada no ventriculo lateral,
provoca aumentos especificos na ingestdo de alimento. Além disso, este
tratamento por via i.c.v. desehcadeou Uma seqliéncia de comportamentos que foi
iniciada pela ingestdao de alirhento, seguida pela ingestdo de agua e
posteriormente pelas posturas tipicas de sono (Steffens e cols., 1997; Steffens,
1999). Ja as injecdées de 8-OH-DPAT na linha média nao foram acompanhadas

por alteragdes nas posturas tipicas de sono.

Deve ser reiterado que injegées de 8-OH-DPAT no aqueduto/4° ventriculb
realizadas no presente estudo, provocaram essencialmente efeitos dipsogénicos
e ndo efeitos hiperfagicos ou efeitos hipnogénicos. Estes dados sugerem que
enquanto efeitos dipsogénicos do 8-OH-DPAT possam ser mediados
principalmente por receptores 5-HT1, localizados na linha média do tegmento
pontomesencefalico, os efeitos hiperfagicos e hipnogénicos do 8-OH-DPAT
injetado i.c.v. possam estar relacionados a interagées desta droga com sitios

receptores localizados mais rostralmente no neuroeixo.

A maiorié dos dados sugerindo que a 5-HT tém um papel inibitério sobre a}
ingestéo de alimento em aves séo decorrentes de injegées de 5-HT administradas
por via i.c.v. (galinhas: Denbow e cbls., 1983; Denbow, 1984; pombos: Steffens e
cols., 1997; Sell, 2000; Andriani, 2000). E interessante ressaltar que injecdes i.c.v.

de 5-HT promovem um aumento mais intenso no consumo de agua (em média 25
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ml em 1 hora) quando comparado com o consumo de agua (11 mil) obtido com 8-
OH-DPAT através da mesma via (Steffens e cols., 1997; Andriani, 2000) e com o
consumo de agua obtido na linha média (aproximadamente 7 ml) no presénte
estudo. Cabe notar que pombos adultos mantidos em laboratério com alimento
disponivel tém uma ingestiao hidrica de aproximadamente 38 ml em 24 horas

(Zeigler e cols., 1972).

Estas diferentes intensidades de consumo de agua, obtidas apos injegdes
i.c.v. de 5-HT e 8-OH-DPAT, podem sugerir o envolvimento de varios sistemas
serotoninérgicos em diferentes distritos cerebrais na regulagéo da ingestéo hidrica
em pombos. Isto & possivel de ocorrer, j4 que drogas injetadas no ventriculo
lateral podem também fluir para o 3° e 4° ventriculo, e afetar niveis mais

posteriores do neuroeixo.

Deve ser notado que existe uma relativa proximidade do aqueduto/4°
ventriculo com a porgdo mais dorsal do tegmento pontomesencefélico. ‘Este
aspecto pode sugerir que o 8-OH-DPAT administrado no aqueduto/4° ventriculo
possa se difundir até alguns neurdnios da linha média, e ativar os receptores 5-
HT44, provocando aumento na ingestdo de agua. Também pode ser sugerido que
o 8-OH-DPAT ative sitios presentes no sistema ventricular, possivelmente no
préprio aqueduto/4° ventriculo, o que poderia indicar a participagdo de um outro -
sistema serotoninérgico, interligado ou n&o a regido da linha média do tegmento

pontomesencefalico, na regulagdo da ingestéo hidrica.

Um outro estudo, realizado em nosso laboratério por Brun e cols. (2001)

mostrou que a resposta dipsogénica induzida pela inje¢éo i.c.v. de 5-HT em
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pombos parece depender da ativagdo de circuitos angiotensinérgicos centrais, ja
que o pré-tratamento com salarazina, um antagonista ndo seletivo de receptores

para angiotensina, bloqueia a ingestao de agua induzida pela 5-HT.

Enquanto injegdes i.c.v de 8-OH-DPAT ou 5-HT provocam efeitos
dipsogénicos intensos, a aplicagdo de DOI (agonisfa 5-HT242¢, Steffens, 1997b),
MK-212 (agonisté 5-HT 2a2¢, Sell, 2000), mCPP (agonista 5-HT 1b2¢, Sell, 2000) ou
quipazine (agonista 5-HT; , Steffens, 1999), pela mesma‘ via, ndo afetam a
ingestido de agua em pombos saciados. Além disso, inje¢ées de 5-HT no ntcleo
paraventricular do hipotdlamo (PVN) em pombos reduzem a ingestio de

alimentos provocada por jejum, mas nio provocam efeitos dipsogénicos (Silva,

2001).

Assim, a partir dos nossos resultados, mais as evidéncias rﬁencionadas
acima, & possivel sugerir que a ingestao de adgua induzida pela inje¢éo i.c.\/. de 5-
HT em pombos pode ser mediada, ao menos em parte, pelo decréscimo da
neurotransmissdo serotoninérgica, e que os mecanismos‘ de homeostase
hidromineral mediados pelos circuitos angiotensinérgicos nesta espécie
possivelmente envolvem uma inibigéo serotoninérgica tonica da ingestéo de agua,

i

que podem ocorrer em distritos neurais ainda ndo examinados no pombo.

E interessante notar que vérios estudos tém demonstrado efeitos
hiperfagicos ap6s administragdo de 8-OH-DPAT na rafe mediana e dorsal de
ratos (Bendotti ¢ Samanin, 1986ﬁ Fletcher e Davies, 1990; Fletcher, 1991).
Contudo, deve ser ressaltado que nestes estudos, a 4gua estava ausente durante

todo o periodo experimental. Em experimentos nos quais o animal podia escolher
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entre bebedouros contendo agua ou alcool (Tomkins e cols, 1994) a injeg:éo de 8-
OH-DPAT na rafe aumehtou apenas a ingestdo de &alcool, mas ndo gerou
aumento na ingestdo de agua. Assim, estes dados apontam para uma diferenga
importante entre respostas de ratos e pombos a inje¢do de 8-OH-DPAT na rafe, e
podem sugerir que enquanto em pombos a rafe esteja envolvida principaimente
com a ingestdo hidrica, em mamiferosv estes distritos estdo envolvidos
principalmente com a ingestdo de aIiménto. No entanto, estudos com l‘esées .
(eletrolitica e com a neurotoxina seletiva para neurdnios 5-HT, a 5,7-DHT) do
nucleo da rafe dorsal e mediana demonstraram um aumento significante na

ingestéo de agua em ratos (Tangaprégasson e cols., 1973 e 1974, Barofsky e

cols., 1980; Reis e cols., 1994).

Além disso, foi demonstrada a participagéo de receptores gabaérgicos dos
nucleos da rafe mediana e dorsal na regulagéo da ingestéo de alimento e de 4gua
em ratos (Klitenick e Wirtshafter, 1988; Klitenick e Wirtshafter, 1989). Assim,
injecdes de muscimol, um agonista de receptores GABA-A, nos niicleos da rafe
dorsal e mediana estimulam a ingestdo de agua e de alimento em ratos. Além
disso, a ingestdo de agua nestes experimentos n&o é secundaria a estimulagéo
da ingestdo de alimento, j& que a magnitude do efeito da injegdo de muscimol
sobre a ingestdo de agua também foi verificada ser a mesma na auséncia de
~alimento. Um outro estudo demonstrou que injegbes de metisergida, um
antagonista de receptores 5-HT1/5-HT,, na area parabraquial potencia a ingestéo
de agua e de NaCl induzida pela administrac.éo i.c.v de angioténsina Il em ratos

(Menani e cols., 1996). Assim, estes dados sugerem a participagdo de circuitos

serotoninérgicos originados nos nticleos da rafe e em outros distritos do tegmento
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" bulbar no comportamento de ingestdo de agua tambémv em mamiferos. Tais
mecanismos, de maneira comparével ao aqui sugerido para o pombo, incluiria um
papel inibitério para a 5-HT na modulagdo de circuitos angiotensinérgicos que

participam do controle de ingestéo hidrica.

Varias evidéncias na literatura indicam a existéncia de sistemas
. s'erotoninérgicos’ no cérebro de aves (Yamada e cols., 1934; Yamada e Sano,
1985; Alesci e Bagnoli, 1988; Cozzi e cols., 1991; Hirunagi e #ols., 1992, Chalett e
cols., 1996). Os neurbnios serotoninérgicos sdo encontrados principalmente nos
nucleos da raf_e mesencefalica, mas também sao abundéntes em regides mais
laterais do tronco cerebral. A partir destas células partem sistemas de fibras
ascendentes dirigindo-se ao telencéfalo, e também, fibras descendentes dirigindo-
se a medula espinhal. Sistemas eferentes serotoninérgicos também foram
localizados ao redor daé paredes cerebroventriculareé. Embora o objetivo
principal da detecgdo imunohistoquimica efetuado no presente estudo tenha sido
a identificagdo da distribuicdo de pericarios imunoreativos a serotonina no
tegmento pontomesencefalico, pudemos também observar processoé que
emergiam de pericarios distribuidos ao longo da zona peri-FLM. Muitos destes
processos se originam principalmente de pericarios localizados entre o epéndima
e o0 FLM e no grupamento caudal ao n.iV, e formam densos grupos de fibras
distribuidas nas camadas sub- e supra-ependimarias. Muitos desses processos
se distribuem paralelamente a superficie ventricular e se agrupam de forma
especialmente densa nos aspectds mais mediais das paredes aquedutais e
ventriculares, ostentando varicosidades ovais densamente imunoreativas e

regularmente espagadas ao longo do seu percurso.
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Além disso, outros estudos demonstraram a presenca de corpos celularés
5-HT reativos no 6rgdo paraventricular (considerado um 6rgéo circunventricular
em aves) e na parede do recesso do infundibulo em contrato direto com o fluido
cérebro-espinhal em pombos e galinhas (Hirunagi e cols., 1992; Chalett e cols.,
1996). Essas células serotoninérgicas em contato com o liquido cefalorraquidiano
representam um atributo exclusivo de vertebrados ndo mamiferos (Parent, 1981)
e, juntamente com sistemas serotoninérgicos originados ha rafe podem estar
envolvidos na resposta dipsogénica observada em nossos éxperimentos. Fibras
serotoninérgicas de origem desconhecida foram encontradas fazendo contato
com a populacdo de células localizadas no nucleo do trato solitario e ntcleo
paraventricular do hipotalamo (Korf, 1984; Berk e cols., 1993). Essa Ultima regido |
parece estar envolvida com mecanismos de controle do metabolismo, da ingestéo

‘de alimento, bem como de fungdes neuroenddcrinas relacionadas com a

homeostase de agua e sal em aves (Kbrf, 1984; Kuenzel, 1994).

Em resumo, nossos dados apontam para u-m envolvimento importante e
seletivo de receptores 5-HTi, localizados na linha média do- tegmento
pontomesencefalico, na regulagdo do comportamento de ingestdo hidrica em
pombos. No entanto, existem controvérsias quanto a possivel especiﬁcidadé
comportamental dos efeitos ingestivos induzidos pelo 8-OH-DPAT em mamiferos.
Estudos realizados por Fletcher (1987) e Montgomery e cols. (1988), mostraram
que o 8-OH-DPAT injetado sistemicamente néo promove aumento na ingestio de
dietas liquidas, mas aumenta o cdmportamento de roer blocos de madeira na
auséncia de alimento sdlido. Estes resultados sugeriram a estes investigadores

que o efeito hiperfagico obtido com o 8-OH-DPAT poderia ser secundario a
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estimulagdo do comportamento de roer. Isto parece estar de acordo» com a
vinculagdo da atividade serotoninérgica com a execugdo de movimentos
orofaciais; estudos eletrofisiolégicos mostraram que populagdes de neurdnios dos
nicleos dorsal e mediano da rafe sdo ativadas seletivamente durante os
movimentos oro-faciais (mastigar, lamber e limpar a superficie do corpo com a
lingua) em gatos (Ribeiro-Do-Valle e cols., 1989, Fornal e cols, 1996). Injeges de
muscimol, um agonista gabaérgico, adniinistrado no nucleo fmediano da rafe em
ratos, promoveu um aumento na ingestdo de alimeniq e de agua, no
comportamento de roer blocos de rhadeira e na atividade locomotora (Klitenick e
Wirtshafter, 1988 e 1989). Segundo estes investigadores, estes dados indicam
que a estimulagao de receptores gabaérgicos dentro do nticleo mediano da rafe é
capaz de gerar varias respostas, o que sugere que 0s comportamentos nao
resultam da ativagdo de um especifico padrdo motor da atividade alimentar, mas

sim de uma ativagéo comportamental geral e de carater inespecifico.

No entanto, outros estudos tém sugerido uma possivel especificidade do
comportamento ingestivo induzido pelq 8-OH-DPAT. Assim, o pioneiro estﬁdo de
Dourish e cols. (1985a) mostrou que alimentagdo induzida pelo 8-OH-DPAT
administrado sistemicamente poderia representar um comportamento especifico,
uma vez que somente a ingestdo de alimento foi acentuada e ndo houve
alterag:éb da ingestdo de agua e nem da atividade motora expontanea. Deve ser
notado que estes resultados estdo de acordo com obtido em nosso estudo, né
qual observamos um intenso e conéistente aumento no consumo de agua, porém

nenhuma alteragao nas atividades de locomogéao e nas posturas tipicas de sono.
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Além disso, Dourish e cols. (1988a e 1988b) mostraram que 8-OH-DPAT
administrado sistemicamente promoveu um aumento na ingestdo de leite e
produziu uma similar acentuagdo da ingestdo de dietas liquida e so6lida em teste
de escolha de dietas. Contudo, em uma condigcdo experimental na qual foi
~ permitida a escolha entre ragéo e blocos de madeira, os ratos mostraram uma
clara preferéncia pela ragdao (Dourish e cols, 1985a). Estes resultados fornecem
evidéncia consistente que o 8-0H-DPAT provoca um compoftamento de ingestao
alimentar especifico, ndo sendo secundario a um efeito inespecifico no

comportamento de mastigar e roer.

Um outro estudo também investigou uma possivel especificidade
comportamental do 8-OH-DPAT éobre a ingestéo de alimento em camundongos
submetidos & condi¢cdo de conflito social, na qual um camundongo intruso &
colocado em uma caixa com um ja residente camundongo agressivo (Shepherd e
Rodgers, 1990). Resultados deste estudo mostraram que 8—OH-DPAT
admirﬁstrado sistemicamente provoca aumento na ingestio de alimento durante a
condig¢do de cohﬂito social. Assim, estes dados fornecem evidéncias do esbeciﬁco
efeito do 8-OH-DPAT no controle do comportamento alimentar numa situagdo em

que um outro estimulo do meio nédo esta relacionado a alimentacéo.

Assim os efeitos dipéogénicos obtidos no presente esfudo através da
injecdo de 8-OH-DPAT na linha média do tegmento pontomesencefalico e no
aqueduto/4° ventriculo, podem representar uma agao especifica deste composto
no corﬁportamento ingestivo em pombos. Esta possibilidade & sustentada por

alguns aspectos observados no presente estudo. A ingestdo de agua foi
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intensamente afetada pelo 8-OH-DPAT na linha média e no aquéduto/4°
ventriculo, enquanto que a ingestdo de alimento foi menos signiﬂcativamenté
alterada. Além disso, os comportamentos exploratérios (movimentos da cabega e
do corpo) e as posturas tipicas de sono e sonoléncia nao foram influenciados pela
aplicacdo de 8-OH-DPAT. Por outro lado, as injegées de 8-OH-DPAT
administradas na linha média provocaram um aumento no comportamento de
autolimpeza, que envolve intensa atividéde orofacial. Contudo, este aumento foi
estatisticamente significante apenas na dose mais elevada. Em doses menores,
mas suficiente para provocar o aumentb na ingestao de agua, este efeito nao foi
observado. Os dados apresentados no presente trabalho fornecem evidéncias
que o efeito dipsogénico induzido pelo 8-OH-DPAT pode resultar de sua agdo em
mecanismos serotoninérgicos cerebrais que, de forma seletiva, controlam o

comportamento de ingestao hidrica no pombo:

Alem disso, é possivel sugerir que os efeitos dipsogénicos observados
sejam mediados pela ativagdo de receptores 5-HT présentes em neur6nids
seroioninérgicos. Este aspecto é reforgado principalmente pelo fato de os éfeitos
dipsogénicos obtidos ap6s injegbes de 8-OH-DPAT ocorrerem em substratos
neuroanatdmicos que contém pericarios imunoreativos & 5-HT. Além disso, os
estudos de Gleeson e cols. (1992) mostraram que a injegéo sistdmica de 8-OH- |
DPAT em pombos provoca redugédo dos niveis de &cido 5-hidroxiindoleacético,
metabolito da 5-HT, no liquido cefalorraquidiano. Assim, é possivel sugefir que os
efeitos dipsogénicos observados épés administracdo do 8-OH-DPAT na linha

média do tegmento pontomesencefalico de pombos se devam a redugdo da
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transmissdo de 5-HT, e que este efeito seja mediado pela ativagdo de auto-

receptores 5-HT 1, somatodendriticos.

Os mecanismos postulados acima podem envolver ainda, a participa¢éo de
sistemas angiotensinérgicos. Assirﬁ, estudos realizados por Brdn e cols. (2001)
mostraram que os efeitos dipsogénicos obtidos apds administragéo i.c.v. de 5-HT
em pombos foram bloqueados pelo tratamento com um antagonista néo seletivo
de receptores angiotensinérgicos, sugerindo que ativagéo de circuitos centrais
angiotensinérgicos representam uma etapa necessaria no comportamento de

ingestdo de agua, induzida por inje¢des centrais de 5-HT no pombo.

Além do envolvimento de sistemas serotoninérgicos neurais na regulagéo
dos comportamentos de ingestdo em mamiferos e aves, foi também demonstrado
que, em peixes, injegbes i.c.v. de 5-HT provocam redu¢do na ingestdo dé
alimento, enquanto que inje¢des intraperitoniais ndo afetam a ingestso alimentar
(Lin e cols., 2000; De Pedro e cols., 1998). Assim, a participa¢do de mecanismos
serotoninérgicos centrais no controle do comportamento de ingestdo em peixes

parece representar um atributo fisiologico preservado através da filogénese de

vertebrados.

Em conclus&o, os dados do presente trabalho sugerem a participagéo de
receptores 5-HT 1, localizados na linha média do tegmento pontomesencefalico na
regulagéo do comportamento de ingestéo hidrica em pombos. Além disso, estes
dados reforcam a nogao de que os sistemas serotoninérgicos parecem ter uma
historia filogenética antiga, tanto em aspectos anatémicos quanto funcionais, e
que seu envolvimento no controle de comportamentos ingestivos possam

representar um atributo conservado na evolugédo de vertebrados.
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