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Pneumotdrax

Febre, hemoptise, dispnéia e suores noturnos.
A vida inteira que podia ter sido e que néo foi.
Tosse, tosse, tosse.

Mandou chamar o médico:

- Diga trinta e trés.

- Trinta e trés... trinta e trés... trinta e trés...

- Respire.

- O senhor tem uma escavacao no pulmao esquerdo e o pulmao direito
infiltrado.

- Entdo, doutor, ndo é possivel tentar 0 pneumotdrax?

- N&o. A Unica coisa a fazer é tocar um tango argentino.

Manuel Bandeira






Resumo

Introducdo: diversos estudos demonstram que 0s circuitos
serotonérgicos inibem a ingestdo de alimentos e 0 sono em aves e
mamiferos. A injecdo intracerebroventricular (ICV) de 5-HT em
pombos, entretanto, provoca efeitos diferentes: aumento na ingestdo de
agua e na duracdo do sono. Nos associamos estas respostas a atuacao de
receptores 5-HT1A, pois a ativacdo destes receptores produz respostas
similares. No entanto, os receptores 5-HT1A podem estar localizados no
neurbnio serotonérgico (autorreceptores) ou em outros neurdnios
(heterorreceptores). Dependendo da sua localizagdo, a ativagdo destes
receptores produz efeitos diferentes. Portanto, o nosso objetivo foi
avaliar a participacdo dos receptores 5-HT1A nas respostas dipsogénica
e hipnogénica provocadas pela 5-HT, na tentativa de especificar as
respostas desencadeadas pela 5-HT & atuagdo de auto ou
heterorreceptores. Métodos: os animais (pombos adultos, Columba
livia, de ambos os sexos, pesando entre 400-550 g) foram divididos em
5 grupos/experimentos diferentes. Experimento 1: 16 pombos foram
divididos em dois grupos de acordo com o pré-tratamento e receberam:
MM77 (antagonista de heterorreceptores 5-HT1A; 0, 23 ou 69 nmol), ou
WAY100635 (WAY, antagonista de auto e heterorreceptores 5-HT1A;
0, 0,1, 0,3 ou 1 nmol) e 20 min. ap6s foram tratados com 5-HT (50 e 150
nmol) ou 8-OH-DPAT (30 nmol; agonista de receptores 5-HT1A/7).
Logo ap6s o tratamento, o registro comportamental comegou e a
ingestdo de alimentos foi verificada 60 min. ap6s a Gltima injecéo.
Experimento 2: 12 pombos foram divididos em 2 grupos e submetidos a
cirurgia para injecdo ICV (bilateral) da neurotoxina de neurfnios
serotonérgicos 5,7-dihidroxitriptamina (5,7-DHT, 200ug/injecdo) ou de
seu veiculo. Ap6s 12 dias, 0s animais comecgaram a ser testados com 5-
HT (150 nmol), 8-OH-DPAT (30 nmol) ou veiculo (&cido ascorbico 1%
em NaCl 0,9%) com intervalo de 7 dias entre as injegdes. Estes animais
foram mortos 28 dias ap0ds a cirurgia e o contetdo encefalico de 5-HT
foi analisado para verificar os efeitos da lesdo. Adicionalmente, nds
utilizamos outros 18 animais divididos em trés grupos, a) 6 animais
naive que foram mortos para servir como controle para os niveis basais
de 5-HT e outros dois grupos (N: 6/grupo) que foram submetidos a
cirurgia (injecdo de 5,7-DHT ou do veiculo) e perfundidos 12 dias ap6s
a cirurgia para verificar os efeitos da toxina sobre a densidade de
neurdnios serotonérgicos. Experimento 3: Sec¢Bes do tronco e do
hipotdlamo de 6 animais ndo submetidos a qualquer manipulacdo



experimental foram processados pela técnica de autorradiografia para
detectar a distribuicdo dos sitios de ligacdo ao agonista tritiado [3H] 8-
OH-DPAT. Experimento 4: 15 pombos com canulas guia direcionadas
ao ventriculo lateral direito foram divididos em 3 grupos e tratados com:
8-OH-DPAT (30 nmol) e tiveram livre acesso (N:5) ou foram privados
de 4gua apos a injecdo (N:5) e veiculo (N:5). 90 min. ap6s a injecao 0s
animais foram perfundidos e as sec¢des do tronco encefalico
processadas para deteccdo da proteina Fos em neurdnios serotonérgicos
e ndo serotonérgicos, e sec¢bes do hipotalamo processadas para detectar
somente a expressdo da proteina Fos. Experimento 5: 10 pombos com
canulas guia direcionadas ao ventriculo lateral direito foram divididos
em 3 grupos e tratados com: 5-HT (150 nmol) e tiveram livre acesso
(N:5) ou foram privados de agua ap6s a injecdo (N:5). 90 min. apds, os
animais foram perfundidos e seccdes contendo o hipotdlamo foram
processadas para a deteccdo da proteina Fos. Resultados: tanto a 5-HT
como o0 8-OH-DPAT provocaram intensa ingestdo de agua e aumento na
duracdo do sono. O 8-OH-DPAT ainda aumentou a ingestdo de
alimento. Os efeitos ingestivos e hipnogénico dos tratamentos foram
parcial ou totalmente afetados pelos antagonistas evidenciando a
participagdo dos receptores 5-HT1A nas alteracdes comportamentais
provocadas pela 5-HT. Entretanto, os dados farmacoldgicos ndo nos
permitiram especificar entre a agdo de auto ou heterorreceptores, mas
indicam que a interagdo entre 0s dois receptores parece ser um
importante aspecto do controle exercido pelos circuitos serotonérgicos
sobre 0s comportamentos ingestivos. Apesar de diminuir drasticamente
a densidade de neur6nios serotonérgicos, a lesdo nao afetou as alteracGes
provocadas pelos tratamentos 0 que sugere que em animais com a
funcdo serotonérgica prejudicada, receptores 5-HT1A localizados em
neurdnios ndo serotonérgicos parecem ser 0s responsaveis pelos efeitos
dos tratamentos. Além disso, 0s antagonistas e a lesdo dos neurdnios
serotonérgicos também aumentaram o sono dos animais indicando um
efeito inibitério ténico dos neurdnios serotonérgicos sobre o sono. Os
tratamentos também aumentaram a atividade Fos em regiGes
hipotaldmicas ricas em receptores 5-HT1A e que parecem estar
envolvidas com o controle da ingestao de alimento, dos fluidos corporais
e do sono. Conclusdo: As respostas dipsogénica e hipnogénica
desencadeadas pela injecdo de 5-HT parecem ser mediadas parcialmente
tanto por auto como por heterorreceptores 5-HT1A. Aparentemente,
estas respostas sdo mediadas por receptores 5-HT1A localizados em
estruturas encefalicas (no tronco e no hipotdlamo) envolvidas com o
controle dos comportamentos ingestivos e de sono em aves. N0ssS0S



resultados revelaram sutis diferencas na atividade celular produzidas
pela 5-HT e pelo 8-OH-DPAT que sugerem que outros receptores
serotonérgicos também participam das respostas comportamentais
organizadas pela 5-HT. Além disso, os resultados obtidos com a leséo
sugerem que os receptores 5-HT1A parecem apresentar diferengas
funcionais espécie-especificas, o que pode ser reflexo de diferentes
pressfes seletivas experimentadas por aves e mamiferos ao longo da
evolucdo dos vertebrados.

Palavras chave:Serotonina. Receptor 5-HT1A. Comportamentos
ingestivos. Ciclo sono e vigilia. Pombos.






Abstract

Introduction: several studies have demonstrated the inhibitory role of
serotonergic circuits on ingestive and sleep behaviors both in mammals
and birds. Intracerebroventricular (ICV) injections of serotonin (5-HT),
however, evoked oposite effects: increased water intake and sleep. We
associated these responses to 5-HT1A receptors, because the activation
of these receptors caused similar responses. However, the 5-HT1A
receptor is located on serotonergic neurons (as autoreceptor) as well as
on different neurons (as heteroreceptor), and produces different effects
based on its location. Therefore, we decided to investigate the
participation of 5-HT1A receptor on dipsogenic and hypnogenic 5-HT-
mediated responses to try discriminate the role of auto and
heteroreceptors. Methods: the animals (adult pigeons, Columba livia,
both sex, 400-550g of body weight) were divided in 5 groups. Each
group represented one different experiment. Experiment 1: 16 pigeons
were divided in two groups according on the antagonist used as
pretreatment and were injected with: MM77 (0, 23 or 69 nmol,
heteroreceptor antagonist), or WAY100635 (WAY, 0, 0.1, 0.3 or 1
nmol, 5-HT1A auto and heterorreceptor antagonist) and 20 min.
afterwards injected with 5-HT (0, 50 or 150 nmol) or 8-OH-DPAT (30
nmol). The animals behaviors were registered during the first hour after
the last injection and the food and water intake was evaluated at the end
of this period. Experiment 2: 12 pigeons were divided in 2 groups and
were stereotaxically implanted with an ICV cannula guide (bilateral) to
receive the serotonergic neurotoxin 5,7-Dihydroxytryptamine (5,7-DHT,
200pg/injection) or its vehicle. Past 12 days the tests with 5-HT (150
nmol), 8-OH-DPAT (30 nmol) or vehicle (1% ascorbic acid in 0.9 NaCl)
started, with seven days apart each other. These animals were killed 28
days after the surgery and the encephalic levels of 5-HT were analised to
verify possible degenerative effects of 5,7-DHT. Moreover, we used
other 18 animals divided in three groups, a) six naive pigeons that were
killed to be used as reference of the basal levels of 5-HT and another 2
groups that were inject with 5.7-DHT (N: 6) or its vehicle (N:6) and
were perfused 12 days later to verify the 5,7-DHT effects on
serotonergic neurons. Experiment 3: six naive pigeons were killed and
had their brains dissecated and brainstem and hypothalamic sections
reacted by autoradiographic approach to demonstrate the distribution of
5-HT1A binding sites with the selective radioligand [3H] 8-OH-DPAT.
Experiment 4: 15 pigeons with ICV cannula guide implanted were
divided in three groups and treated with: 8-OH-DPAT (30 nmol) with



free (N:5) or without acess to water after the injection (N:5), and vehicle
(N:5). 90 min. later the animals were perfused and brainstem sections
reacted to detect Fos protein expression in serotonergic and in non-
serotonergic neurons, and hypothalamic sections processed to detect Fos
activation. Experiment 5: 10 pigeons with ICV cannula guide implanted
were divided in three groups and treated with: 5-HT (150 nmol) with
free (N:5) or without acess to water after the injection (N:5). 90 min.
later the animals were perfused and hypothalamic sections processed to
detect the Fos activation. Results: both 5-HT and 8-OH-DPAT evoked
huge increase in water intake and sleep duration. The 8-OH-DPAT
injection also produce hyperphagic responses. The ingestive and
hypnogenic effects of the treatments were partially or totally inhibited
by the antagonists, sugesting the participation of 5-HT1A receptors on
behavioral changes produced by 5-HT. However, the pharmacologic
data did not permit specify between the action of 5-HT1A auto or
heteroreceptors, but indicate the interaction between these two receptors
as an important aspect of serotonergic control upon ingestive behavior.
Besides its impressive effects on serotonergic neurons density, the 5,7-
DHT lesion did not affect the behavioral changes caused by the
treatments, suggesting that in animals with anormal serotonergic
function, 5-HT1A receptors located in non-serotonergic neurons seem to
be related to the treatments effects. Additionally, the antagonists and the
5,7-DHT lesion increased the sleep, indicating one tonic inhibitory
effect of serotonergic circuits on sleep. The treatments also increased the
Fos protein activation in hypothalamic regions with high 5-HT1A
binding sites density that seem to be involved with food, body fluid and
sleep regulation. Conclusion: the dipsogenic and hypnogenic responses
evoked by 5-HT seem to be mediated partially by both 5-HT1A auto and
heteroreceptors. Apparently, these responses are regulated by 5-HT1A
receptors located on encephalic (hypothalamic and brainstem) regions
directly or indirectly involved with ingestive and sleep/wake cycle
regulation in birds. Our results also indicate small differences in the
neuronal activity evoked by 5-HT and by 8-OH-DPAT suggesting that
other serotonergic receptor also participate in behavioral responses
organized by 5-HT. Moreover, the results produced by 5,7-DHT lesion
indicate that 5-HT1A receptors seem present specie-specific functional
differences that could represent different seletive pressions
experimented by birds and mammal during vertebrate evolution.

Keywords: Serotonin.  5-HT1A receptor. Ingestive behavior.
Sleep/wake cycle. Pigeon.
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1. INTRODUCAO

1.1 A SEROTONINA (5-HT) E O CONTROLE DA INGESTAO
DE ALIMENTOS EM MAMIFEROS

Diversos estudos neuroanatémicos, genéticos e farmacoldgicos
apontam o papel dos circuitos serotonérgicos no controle da ingestdo de
agua, de sddio e alimento em mamiferos (SCHREIBERet al., 2000; DE
VRY E SHREIBER, 2000; TAKASE E NOGUEIRA, 2008;
SIMANSKY E NICKLOUS, 2002; CASTRO et al., 2002 a; CASTRO
et al., 2002 b; FRANCHINIet al., 2002; GODINOet al., 2007; REIS,
2007; LAMet al., 2010). Mais do que isso, esta monoamina que €
encontrada em todos 0s animais que possuem sistema nervoso (para
revisdo ver WEIGERet al., 1995), orquestra variaveis comportamentais
e fisiolégicas essenciais para o controle do metabolismo energético em
espécies tdo distantes filogeneticamente como, por exemplo, 0s
nematddeos (SAWINet al., 2000) e os humanos (McGUIRKet al.,
1991) (para revisdo ver TECOTT, 2007).

De uma maneira geral, estudos farmacolégicos demonstram que
agentes que aumentam a atividade pos-sinaptica da 5-HT diminuem a
ingestdo de alimento e, em contraste, drogas que diminuem a atividade
serotonérgica, aumentam a ingestdo (para revisdo ver SIMANSKY,
1996 e DE VRY E SCHREIBER, 2000). A ac¢do inibitdria de circuitos
serotonérgicos centrais sobre a ingestdo de alimento parece decorrer
tanto de acdes tdnicas (0 que mantém baixa a probabilidade de um
episddio ingestivo ser iniciado durante o estado de saciedade) quanto de
acOes fasicas (ou dependentes de estimulos transientes originados pela
prépria ingestdo de alimentos).

Como evidéncias da funcdo inibitéria tbnica, a injecdo de
metergolina (um antagonista ndo-seletivo de receptores 5-HT1/2/7) no
nlcleo basolateral posterior da amigdala ou a ativacdo de receptores 5-
HT1A (que diminui a atividade de neurbnios serotonérgicos),
desencadeam aumento na ingestdo de alimentos em ratos saciados
(CURRIE E COSCINA, 1996; PARKER E COSCINA, 2001;
PARKERet al., 2001). Além disso, camundongos knockout para os
receptores 5-HT2C apresentam hiperfagia e sobrepeso durante a vida
toda (HEISLERet al., 1998). Quanto a acdo fasica, a ativacdo de
receptores 5-HT2C diminuiu a ingestdo de alimento em camundongos
obesos (obesidade induzida por dieta hipercalérica, LAMet al., 2008), e
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em ratos privados de alimento por 24 h (SIMANSKY E VAIDYA,
1990).

Grande atencdo tem se dado aos efeitos da manipulacdo da
atividade serotonérgica em diferentes distritos hipotalamicos (para
revisdo ver LEIBOWITZ E ALEXANDER, 1998). Por exemplo, a
administracdo sistémica de fluoxetina aumenta a liberacdo de 5-HT no
nlcleo Paraventricular do Hipotadlamo (PVN) e diminui a ingestdo de
alimentos em ratos (PAEZ E LEIBOWITZ, 1993). Além disso, a injecdo
de 5-HT no PVN (SHOR-POSNER et al, 1986), no nlcleo
Ventromedial do hipotalamo (VMN) e no nlcleo Supraquiasmatico
(SCN) também suprime a ingestdo (LEIBOWITZet al., 1990).

Os efeitos da 5-HT se devem a sua interacdo com outros
neurotransmissores que estdo diretamente envolvidos com o controle da
ingestdo de alimento. O circuito mais bem caracterizado de interagdo é o
que envolve os receptores serotonérgicos 5-HT1B e 5-HT2C e o
receptor do neuropeptideo anorexigénico melanocortina (MC), MC4R
(receptor 4 da MC) no nacleo Arqueado do Hipotalamo
(Arc)(HEISLERet al., 2006). A injecdo intracerebroventricular (ICV) do
agonista seletivo do MC4R, o0 R027-3225, provocou reducdo da ingestdo
de alimento em ratos e camundongos (BENOIT et al.,, 2000) e o
tratamento  crénico (com mini bombas Alzet® implantadas
subcutaneamente liberando doses diarias durante 4 semanas) com outro
agonista seletivo destes receptores, 0 BIM-22493, em macacos Rhesus
obesos submetidos a dieta hipercaldrica, reduziu a ingestdo de alimento
e 0 peso corporal destes animais ja a partir da segunda semana de
tratamento (KIEVIT et al., 2013). Adicionalmente, foi observado severa
obesidade em camundongos knockout (HUSZARet al., 1997) para o
receptor MC4R e em humanos com mutagfes genéticas neste receptor
(VAISSEet al., 1998; YEOQet al., 1998).

Tanto o inibidor da recaptacdo/estimulador da liberagcdo de 5-
HT, a d-fenfluramina, e o agonista de receptores 5-HT2C/1B, o 1-(3-
clorofenil) piperazina (mCPP), aumentaram a expressao da proteina Fos
em neurdnios que também expressavam o agonista enddgeno do
receptor MC4R, o hormdnio estimulador de melanécito alfa (aMSH)
(HEISLEREet al., 2002). Além disso, a ativagdo dos receptores 5-HT2C
ou 5-HT1B produziram hipofagia por inibir a liberacdo do antagonista
enddgeno do receptor MC4R, o peptideo relacionado ao agouti (AgRP)
(HEISLERet al., 2006) (para revisdo sobre a relacdo entre circuitos
serotonérgicos x melanocortinérgicos e o controle da ingestdo de
alimento ver ZHOUet al., 2005).
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Além do nucleo Arc, evidéncias farmacoldgicas demonstram
que outros distritos hipotalamicos, por exemplo, o ndcleo PVN, e o0s
nacleos VMN, Dorsomedial (DMN) e Lateral do Hipotdlamo (LHy)
(HOFFMAN E MEZEY, 1989; PASQUALETTIet al., 1999) e extra-
hipotalamicos, como o nicleo Acumbens (FRANCISet al., 2011,
PRATTet al., 2012), o complexo dorsal do vago, que contém o nucleo
Motor Dorsal do Vago e o ndcleo do Trato Solitario (NTS), e o nicleo
Parabraquial que recebem densa inervacdo  serotonérgica
(STEINBUSCH E NIEUWENHUYS,1981), também colaboram para o
papel dos circuitos serotonérgicos no controle da ingestdo de alimento
(para revisdo ver TECOTT, 2007).

Desde a década de 60, experimentos farmacoldgicos ja
demonstravam a participacédo dos circuitos serotonérgicos no controle da
ingestdo de agua (JOYCE E MROSOVSKY, 1964). A injecdo
intraperitoneal (i.p.) do aminoacido precursor da 5-HT, o 5-
hidroxitriptofano (5-HTP), produziu leve aumento na ingestdo de agua
em animais saciados (JOYCE E MROSOVSKY, 1964). Cerca de 20
anos mais tarde foi demonstrado que a prdpria 5-HT quando aplicada
perifericamente também aumentava a ingestdo de agua (KIKTAet al.,
1983; FLETCHER E BURTON, 1984) e que o efeito da 5-HT sobre a
ingestdo de agua parecia ser mediado perifericamente pelo sistema
renina-angiotensina, uma vez que a remog¢do dos rins (onde a renina é
produzida) (ROWLANDet al., 1987) e o pré-tratamento com captopril
(um inibidor da enzima conversora da angiotensina | em angiotensina
I1), blogueou a resposta dipsogénica da 5-HT (KIKTAet al., 1983). O
efeito dipsogénico da 5-HT administrada perifericamente parece
depender tanto do nervo vago (SIMANSKYet al., 1982) quanto do
Orgdo Subfornical (SFO) (HUBBARDet al., 1989), pois a lesdo destas
estruturas interrompeu a resposta provocada pela 5-HT.

A primeira evidéncia sobre o efeito inibitério dos circuitos
serotonérgicos centrais sobre a ingestdo de agua surgiu por acaso,
quando, Coscina e colaboradores avaliando o efeito de lesdo dos nucleos
da rafe sobre o limiar a choques na pata suportado por ratos, perceberam
que ao final dos experimentos o bebedouro dos animais lesados estava
praticamente vazio, ao contrario do bebedouro dos animais controles.
Eles decidiram entdo avaliar sistematicamente o efeito da lesdo
eletrolitica dos neurbnios da rafe (que resultou em diminuicdo do
contedo de 5-HT prosencefalica), e observaram que os animais lesados
ingeriam mais agua que os animais falso lesados, o que sugeria um
possivel efeito inibitorio dos neurbnios serotonérgicos (COSCINAet al.,
1972). Tal efeito inibitério foi mimetizado mais tarde por outra técnica
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de lesdo mais seletiva dos neurdnios serotonérgicos. Ratos que
receberam uma injecdo da neurotoxina de neurbnios serotonérgicos, a
5,7-dihidroxitriptamina  (5,7-DHT), diretamente no nacleo MrN
apresentaram maior ingestdo hidrica entre o segundo e sexto dia ap6s a
lesdo quando comparado aos animais falso lesados (BAROFSKYet al.,
1980).

Ja nos anos 2000, testes farmacol6gicos com o objetivo de
descrever 0s receptores serotonérgicos envolvidos no papel da 5-HT no
controle da ingestdo de dgua, observaram que a ativacao de receptores 5-
HT2B/2C (CASTROet al., 2002 a) ou de receptores 5-HT3 (CASTRO
et al., 2002 b) por via ICV em ratos, reduziu a ingestao de dgua induzida
por diferentes estimulos fisiologicos. Além disso, a injecdo direta do
agonista de receptores 5-HT1A, 8-hidroxi-2 (di-n-propilamino) tetralina
(8-OH-DPAT) no PVN (DE SOUZA VILLA et al., 2008), no nlcleo
Septal Lateral (SL, de ARRUDA CAMARGOet al., 2010) ou na regido
medial do nucleo Acumbens de ratos (CLISSOLDet al., 2013), reduziu a
ingestdo de agua produzida por privacdo hidrica de 24 horas. Nesta
Ultima estrutura, a ativacdo dos receptores 5-HT1B, também provocou o
mesmo efeito supressor sobre a ingestdo alimento (CLISSOLDet al.,
2013), entretanto a ativacéo de receptores 5-HT7 pelo agonista seletivo
destes receptores, 0 AS 19, ndo afetou nem a ingestdo de agua, nem a
ingestdo de alimento (CLISSOLDet al., 2013). Em contrapartida, a
lesdo eletrolitica do ndcleo dorsal da rafe (DRN) aumentou a ingestdo de
agua em ratos com livre acesso a agua e alimento (REISet al., 1994).
Para revisdo sobre os efeitos dos receptores 5-HT1 e 5-HT2 sobre a
ingestdo de agua ver DE VRY E SCHREIBER, 2000.

Estudos com diferentes tipos de lesdo dos neurdnios do DRN de
ratos também evidenciaram a influéncia inibitéria dos circuitos
serotonérgicos sobre a ingestdo de sédio. A lesdo eletrolitica do DRN ou
a provocada pelo acido iboténico aumentaram a ingestdo de sodio
induzida, respectivamente, por privacdo de fluidos de 16 horas
(OLIVARESet al., 2003) ou pela administracdo do diurético furosemida
(CAVALCANTE-LIMA et al., 2005b). Além disso, a administracdo
sistémica de 8-OH-DPAT (que diminui a atividade serotonérgica em
ratos Bonvento et al., 1992), aumentou o consumo de salina hipertnica
(COOPER E CICCOCIOPPO, 1993; COOPER E BARBER, 1993).
Adicionalmente, reesultados de testes imunoistoquimicos de dupla
marcagdo para a proteina Fos (usada como marcador de atividade
neuronal) e neurbnios serotonérgicos, sugerem que 0S neurénios
serotonérgicos do DRN servem como possiveis marcadores dos niveis
de sddio corporal, principalmente quando a ingestéo de sodio é devido a
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deplecédo previa deste mineral (FRANCHINI et al., 2002; GODINO et
al., 2007; BADAUE-PASSOS JRet al., 2007).

1.2 A SEROTONINA E O CONTROLE DOS ESTADOS DE
SONO E VIGILIA EM MAMIFEROS

Além de controlar a ingestdo de alimentos, os circuitos
serotonérgicos também participam do controle do ciclo sono-vigilia em
mamiferos. Ao contrario do que se pensou inicialmente, os neuronios
serotonérgicos exercem um controle inibitdrio sobre o sono. A ideia
inicial de que a 5-HT era o neurotransmissor responsavel pelo
aparecimento do sono, levantada pelo grupo do professor Jouvet na
década de 70 (JOUVET, 1969; JOUVET, 1972; para revisdo ver
MONTI, 2011), foi abandonada quando estudos eletrofisioldgicos
demonstraram que a atividade dos neurdnios serotonérgicos em
mamiferos que era alta durante a vigilia, ia caindo ao longo do ciclo e
ficava quase que totalmente em siléncio durante o sono paradoxal (ou
sono REM, do inglés rapid eye movement, movimento rapido dos olhos;
FORNALet al., 1985; para revisdo ver JACOBS E FORNAL, 1991 e
JACOBS E FORNAL, 1999). Esta progressiva queda da atividade dos
neurdnios serotonérgicos parece afetar o padrdo de liberacdo de 5-HT.
Estudos com microdialise para avaliar o conteldo desta monoamina no
nucleo Locus Certleo (LoC) e na amigdala de gatos demonstraram alto
conteldo serotonérgico nestas estruturas durante a vigilia que ia
decaindo a medida que o sono fica mais profundo (SHOUSEet al.,
2000).

Resultados farmacoldgicos, principalmente baseados nos
estudos dos receptores 5-HT1, 5-HT2 e alguns poucos estudos com o
receptor 5-HT3, confirmam o cardter inibitério da influéncia
serotonérgica sobre 0 sono. A inje¢do direta do 8-OH-DPAT no DRN
aumentou a duracdo do sono paradoxal em gatos (BJORVATNEet al.,
1997) e em ratos (PORTASet al., 1996). J& a administracdo sistémica do
8-OH-DPAT aumentou a vigilia, e reduziu o sono de ondas lentas
(SWS, do inglés slow wave sleep) e o sono paradoxal em ratos
(BJORVATNet al., 1997). Estes efeitos foram possivelmente
promovidos por heterorreceptores 5-HT1A. A ativagdo dos receptores 5-
HT2A/2C além de aumentar a vigilia, também diminuiu o0 SWS e o sono
paradoxal (DUGOVIC et al., 1989; DUGOVIC,1992). Ja o blogueio dos
receptores 5-HT2 pelo antagonista ritanserina aumentou o SWS tanto
em humanos (IDZIKOWSK Iet al., 1986) quanto em ratos (DUGOVIC E
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WAUQUIER, 1987; DUGOVICet al., 1989; MONTIet al., 1990;
BJORVATN E URSIN, 1990; SILHOLet al., 1991). A ativacdo dos
receptores 5-HT3 pelo agonista m-cloro-fenilbiguanida provocou os
mesmos efeitos que a ativacdo dos receptores 5-HT2A/2C em ratos:
aumentou a vigilia, diminuiu 0 SWS e o sono paradoxal (PONZONI et
al., 1993).

1.3 A SEROTONINA E O CONTROLE DA INGESTAO DE
ALIMENTOS EM AVES

Os circuitos serotonérgicos também desempenham um
importante papel no controle dos comportamentos ingestivos em aves,
entretanto, a literatura cientifica que trata deste assunto é bastante
escassa comparada a existente para mamiferos. Os primeiros estudos a
respeito dos efeitos da 5-HT sobre a ingestdo de alimento foram
realizados em galinhas (Gallus gallus domesticus), e os resultados
pareceram depender da linhagem para a qual o animal é selecionado. A
injecdo ICV de 5-HT em galinhas selecionadas para crescimento rapido
(frangos de corte) diminuiu a ingestdo de alimento em animais
livremente alimentados, mas ndo teve efeito sobre a ingestdo de
alimentos em animais submetidos a jejum de 24 horas (DENBOWet al.,
1982). J& em galinhas selecionadas para reproducdo ou producdo de
ovos (poedeiras), a 5-HT provocou redugdo da ingestdo tanto em
galinhas submetidas & privacdo como naquelas livremente alimentadas
(DENBOW, 1983). O efeito da administracdo periférica da 5-HT foi
estudado em frangos de corte recém-nascidos, livremente alimentados, e
foi observada redugdo na ingestdo de alimento. Entretanto, esta resposta
foi somente significativo em galinhas com mais de trés dias de vida,
sugerindo que 0s componentes do sistema serotonérgico de aves
relacionados a ingestdo de alimento continuam em formacdo apds o
nascimento (BARANYIOVA, 1990).

Resultados mais recentes tém demonstrado que o efeito
hipofagico provocado pela 5-HT em frangos de corte parece envolver
tanto os receptores serotonérgicos 5-HT1A e, assim como em mamiferos
(BENOITet al., 2000), o circuito melanocortinérgico. O tratamento
sisttmico, com o 8-OH-DPAT diminuiu a ingestdo de alimento em
frangos de corte apds jejum de 16 horas (SAADOUN E CABRERA,
2002; SAADOUN E CABRERA, 2008), e também em codornas
(Coturnix japonica) sob privacao ou livremente alimentadas (REISet al.,
2005). E o pré-tratamento com antagonistas dos receptores MC3R e
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MCA4R, blogueou a resposta provocada pela inje¢cdo ICV de 5-HT em
frangos de corte privados de alimento por 24 horas (ZENDEHDEL et
al., 2012).

Ao longo das Ultimas duas décadas, nosso laboratério vem
acumulando evidéncias sobre os efeitos ingestivos da 5-HT em pombos
(STEFFENSet al., 1997; BRUNet al., 2001; DA SILVA et al., 2004;
HACKL et al., 2005; DA SILVA et al., 2007; DOS SANTOS et al.,
2009; CAMPANELLAet al., 2009; DOS SANTOS et al., 2011,
HOELLEREet al., 2013). O pombo (Columba livia) é uma espécie de ave
destituida de qualquer tipo de selecdo artificial seja para crescimento
rapido ou reproducdo. Além disso, € amplamente utilizada como sujeito
experimental em testes farmacoldgicos/comportamentais (para revisao
ver MCMILLAN, 1990), inclusive em testes para verificacdo dos
potenciais efeitos ansioliticos e antidepressivos do receptor
serotonérgico, 5-HT1A (para revisdo ver BARRET et al., 1994).

Nossos resultados demonstram que, assim como em mamiferos,
a 5-HT exerce um efeito inibitério sobre a ingestdo de alimento em
pombos (STEFFENSet al., 1997; DOS SANTOS et al, 2011,
HOELLEREet al., 2013). A injecdo ICV ou subcuténea (s.c.) de 5-HT
provocou reducdo na ingestdo de alimento induzida por privacdo
alimentar de 24 horas e pela injecdo ICV de uma dose hiperfagica de
adrenalina (STEFFENSet al., 1997). O efeito hipofagico da 5-HT em
animais privados de alimento parece ser mediado por receptores 5-
HT2A/2C, uma vez que a administragdo ICV do agonista destes
receptores, o DOI [(6)-2,5-Dimetoxi-4-iodoamfetamina], produziu a
mesma resposta (STEFFENSet al., 1997).

Adicionalmente, com agentes farmacol6gicos que blogueiam ou
diminuem a atividade serotonérgica, nds observamos aumento da
ingestdo de alimento: a injecdo de metergolina no nicleo TnA
(CAMPANELLAet al.,, 2009) ou a injecdo ICV do 8-OH-DPAT
(HOELLERet al., 2013), agente que também diminui a atividade
serotonérgica no pombo (GLEESONet al., 1992), aumentou a ingestdo
de alimento em pombos com livre acesso a alimentos. O efeito do 8-OH-
DPAT em pombos parece mesmo ser devido & diminui¢do da atividade
serotonérgica, ja que a injecdo deste agonista na regido medial da rafe
mesencefalica (rica em neurdnios serotonérgicos, MENEGHELL let al.,
2009) foi capaz de aumentar a ingestdo de alimento, o que ndo foi
observado ap6s 0 mesmo tratamento com injecGes nas regibes mais
laterais da rafe (HACKL et al., 2005). Resultados que apoiam com os
encontrados por nosso laboratério ja haviam sido demonstrados por
Guntiirkiin e colaboradores na década de 80 (GUNTURKUNEet al.,
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1989). Em animais privados de alimentos por 24 horas, a injegédo
intramuscular (i.m.) de zimelidina, um bloqueador da recaptacdo da 5-
HT, diminuiu a ingestdo de alimento. J& em pombos livremente
alimentados, a injecdo i.m. de ciproeptadina, um antagonista dos
receptores 5-HT2A/2C, produziu aumento da ingestdo de alimento
(GUNTURKUN et al., 1989). Estes resultados demonstram que, assim
como o observado em mamiferos, existe uma relacdo inversa entre a
atividade serotonérgica e a ingestdo de alimento em pombos.

Além de afetar a ingestdo de alimento, nossos resultados
também demonstram que 0s circuitos serotonérgicos também
influenciam de forma dramética a ingestdo de agua. Em pombos
submetidos a jejum de 24 horas (com agua disponivel) (STEFFENSet
al., 1997) ou com livre acesso a alimento (STEFFENS et al., 1997; DOS
SANTOS et al., 2011; HOELLERet al., 2013), a injecdo ICV de 5-HT
provocou intensa ingestdo de agua, com o0s animais ingerindo
aproximadamente 10% de seu peso corporal durante a primeira hora de
registro. Esta intensa resposta dipsogénica foi acompanhada por
diminuicdo da laténcia e aumento da duracdo e da frequéncia dos
episadios de beber (STEFFENSet al., 1997; DOS SANTOS et al., 2011;
HOELLEREet al., 2013). Aumento na ingestdo hidrica, embora ndo tdo
intensa quanto a provocada por injecdo ICV, também foi observada apés
a injecdo de GR46611 (agonista de receptores 1A/1B/1D) no Arcopalio
Intermédio (Al) e o TnA, e de metergolina no Al (CAMPANELLAet
al., 2009). Ja a injecdo destes mesmos agentes no PVN ndo provocou
alteracdo na ingestéo de agua (DA SILVA et al., 2007).

Assim como em mamiferos, a resposta dipsogénica da injecdo
ICV de 5-HT em pombos parece ser mediada pela angiotensina,
entretanto, por um receptor até entdo desconhecido: o efeito da 5-HT
sobre a ingestdo de agua foi bloqueado pelo antagonista de receptores
angiotensinérgicos ndo seletivo Saralasina, mas tanto o antagonista dos
receptores AT1, o Losartan, e o antagonista de receptores AT2, o PD
123,319, ndo foram capazes de afetar as modificagdes na ingestdo de
agua provocadas pela 5-HT (BRUNet al., 2001). Além disso,
diferentemente do observado em mamiferos (ROWLAND et al., 1987),
a injegdo sistémica de 5-HT ndo afeta a ingestao de dgua (STEFFENS et
al., 1997), o que sugere que possam existir caracteristicas espécie-
especificas que diferem as relagcdes entre os sistemas serotonérgicos e
angiotensinérgicos observadas em aves e mamiferos.
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1.4 A SEROTONINA E O CONTROLE DOS ESTADOS DE
SONO E VIGILIA EM AVES

Trabalhos especificos das alteragcbes dos estados de vigilia
provocadas por manipulacbes na atividade serotonérgica em aves sdo
ainda mais escassos que aquelas tratam dos efeitos ingestivos da 5-HT.
Na maioria das vezes, os efeitos hipnogénicos dos tratamentos ndo sdo
descritos ou sdo confundidos com alteracGes inespecificas da atividade
geral dos animais. Por exemplo, Gulntiurkin e colaboradores
(GUNTURKUNet al., 1989) observaram intensa alteragdo na atividade
geral dos seus pombos apds injecdo sistémica de diferentes doses de
ciproeptadina: com 180ug os pombos ficavam imoveis dentro da gaiola,
ja com uma dose somente 10ug maior, as aves apresentavam-se iméveis
e geralmente com a cabega retrusa entre ombros, com os olhos fechados
e permaneciam nesta posicdo mesmo ap6s serem gentilmente
estimuladas (GUNTURKUNet al., 1989). Apesar desta elaborada
descricdo comportamental, nenhuma analise quantitativa foi realizada
sobre estas alteracdes, mas elas ja representavam um bom indicio sobre
o efeito inibitdrio dos circuitos serotonérgicos sobre o0 sono.

Os primeiros relatos sobre os efeitos da 5-HT sobre o sono em
pombos feita por nosso laboratério apareceu no trabalho de Steffens e
colaboradores em 1997 (STEFFENSet al., 1997), com o simples relato
de que a intensa ingestdo de agua provocada por diferentes doses de 5-
HT injetada ICV era geralmente seguida por periodos de
comportamentos tipicos de sono (CTS) e que inclusive, apés a
administragdo da dose 300 nmol de 5-HT, o surgimento dos CTS
apareciam logo nos primeiros minutos de registro e chegavam a
interromper os episodios de ingestdo hidrica (STEFFENSet al., 1997).
Mais tarde, a andlise mais detalhada dos CTS provocados pela injecéo
ICV de 150 nmol de 5-HT (DOS SANTOS et al., 2011) demonstrou que
estas respostas provocadas pela 5-HT comegam a surgir apds 30 minutos
de registro, atingem o pico aproximadamente aos 45 minutos e decaem
logo em seguida, mas aos 60 minutos ainda sdo maiores que o observado
nos animais controles (DOS SANTOS et al., 2011).

Outros trabalhos mais recentes do nosso laboratério trataram
em discriminar, através de registro eletroencefalografico, a resposta
hipnogénica provocada pela 5-HT, e ficou demonstrado que o que
chamavamos de CTS era realmente sono, mais especificamente SWS
com episddios de até 2 minutos de duracdo surgindo a partir dos 10
minutos de registro e distribuidos ao longo de toda a primeira hora apés
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a injecdo, intermeados por curtos e poucos episodios de sono paradoxal
esparsamente distribuidos ao longo de todo o periodo de registro
(HOELLERet al., 2013). O efeito da 5-HT sobre o sono foi mimetizado
pela ativacdo do receptor 5-HT1A, 8-OH-DPAT, tanto via ICV
(HOELLERet al., 2013), quanto sistémica (DOS SANTOS et al., 2009),
0 que sugere que o efeito hipnogénico observado apds a inje¢do de 5-HT
pode ter sido efeito da quebra da inibicdo serotonérgica (possivelmente
mediada pela ativagcdo de autorreceptores 5-HT1A) que tonicamente
inibe distritos hipotaldmicos promotores de sono. Entretanto, o efeito da
ativacdo de receptores 5-HT1A ndo parece seguir uma regra geral para
todas as espécies de aves, uma vez que o tratamento sistémico com o 8-
OH-DPAT em rolinhas (Streptopelia risoria) aumentou a vigilia e
diminuiu tanto o0 SWS quanto o sono paradoxal (TEJADAet al., 2010), o
que demonstra que diferencas da ativacdo de receptores 5-HT1A pode
ocorrer até mesmo em espécies muito proximas filogenéticamente.

Outra evidéncia que suporta a nossa teoria, pelo menos em
pombos, foi 0 que encontramos com um estudo da expressdo proteina
Fos em neur6nios imunorreativos a enzima triptofano hidroxilase (TPH)
apos injecdo ICV de 5-HT. Nds observamos correlago negativa entre a
atividade de neurdnios serotonérgicos do nucleo Linear Caudal (LC) e
da regido rostral do nicleo Locus Cerutleo (LoC, A8) e a duracdo de
sono (DOS SANTOS et al., 2011), o que mostra que a diminuicdo da
atividade serotonérgica pode ser um fator importante para o surgimento
do sono em pombos.

1.5 NEUROANATOMIA DOS CIRCUITOS SEROTONERGICOS
EM MAMIFEROS

A primeira vez que 0s neurbnios serotonérgicos foram
visualisados no cérebro de mamiferos, foi quando Fuxe e Dahlstrém,
usando o0 método de histoquimica fluorescente de Falck-Hillarp, foram
capazes de determinar a distribuicdo dos neurdnios (DAHLSTROM E
FUXE, 1964) e projecdes serotonérgicas (FUXE, 1965) na década de 60.

Desde 14, estudos imunoistoquimicos e autorradiogréficos mais
refinados tém demonstrado e presenca de neurdnios serotonérgicos em
cérebros tdo complexos como o de primatas (AZMITIA E GANNON,
1986) incluindo humanos (HORNUNG, 2003) a seres tdo antigos como
o cnidario Renilla koellikeri (UMBRIACO et al., 1990). O que parece
ter se mantido estavel ao longo da evolugéo dos circuitos serotonérgicos
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é a topografia das células que expressdo 5-HT: desde a lampréia, um
membro do mais primitivo grupo de vertebrados existentes, os agnatos
(ABALOet al., 2007) ao humano (HORNUNG, 2003), praticamente
todos os neurdnios serotonérgicos sdo encontrados no tronco encefalico,
na ou préximo a linha média. Esta manutencdo da distribuicdo dos
neurdnios serotonérgicos ao longo da filogenia dos vertebrados sugere
que o sistema serotonérgico pode participar do controle de funces
similares entre peixes, anfibios, répteis, aves e mamiferos (para revisdo
ver PARENT, 1981; JACOBS E AZMITIA, 1992).

Em mamiferos, os agupamentos de neurdnios serotonérgicos
foram inicialmente classificados por Dahlstrom e Fuxe em 9 nicleos, de
Bl a B9 (DAHLSTROM E FUXE, 1964). Os nove nucleos
serotonérgicos sdo comumente separados em um grupo caudal,
localizado no bulbo e que inerva o tronco encefalico e a medula espinhal
e, em um grupo rostral, com corpos celulares localizados na ponte e no
mesencéfalo e que envia projecdes para o proprio mesencéfalo,
diencéfalo e para o prosencéfalo (DAHLSTROM E FUXE, 1964;
STEINBUSCH, 1981; TORK, 1990).

A maior colegdo de neurdnios serotonérgicos no encéfalo de
mamiferos é a parte rostral do DRN (B7). O DRN se estende até o
pequeno grupo de células serotonérgicas que formam a sua parte caudal,
0 grupo identificado como B6. Estas duas porcdes do DRN
frequentemente sdo referidos como o mesmo nicleo, com o B6 sendo
considerado a extensdo caudal do B7. Outro nicleo importamente é o
MrN (B5 e B8). Este nlcleo é formado por um agrupamento de
neurdnios serotonérgicos que também engloba o nicleo LC que, ndo
raramente, também ¢é referenciado como Central Superior (CS)
(STEINBUSCH, 1981).

Os neurbnios serotonérgicos inervam praticamente todo o
encéfalo. ProjecBes serotonérgicas ascendentes para o coOrtex e para
outras estruturas prosencefélicas emergem principalmente dos nucleos
rostrais DRN e MnR. O MnR projeta principalmente para o hipocampo
dorsal, septo e hipotdlamo (VERTESet al., 1999), enquanto o DRN
inerva principalmente o hipocampo ventral, a amigdala e o estriado
(AZMITIAE SEGAL, 1978). Além disso, tanto 0 DRN quanto o MnR
enviam projecOes para o cortex (MAMOUNAS E MOLLIVER, 1988;
LIDOVet al., 1980) e inervam praticamente todos 0s ndcleos do tronco
encefélico, o que inclui conexdes reciprocas entre eles (VERTESet al.,
1994; VERTESet al., 1999).

Dos nucleos do grupo caudal saem projecdes para a medula
espinhal e também para outros nucleos do tronco encefalico (JONES E
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LIGHT, 1992). Os nlcleos deste grupo estdo principalmente envolvidos
com o controle da respiracdo por apresentarem neur6nios serotonérgicos
que funcionam como quimioreceptores aos diferentes niveis de CO,
presentes no sangue (CORCORANEet al., 2009).

Os nucleos do grupo rostral recebem aferéncias de vérias
regides encefélicas. Em relagdo ao MnR, Behzadi e colaboradores
(BEHZADIet al., 1990) demonstraram que as regides com o maior nivel
de projecbes para 0 MnR sdo a Habénula Lateral (HL) e o Nducleo
Interpeduncular (IP). Adicionalmente, o estudo destes autores apontou
que as regibes lateral e medial da area pré-dptica, as regides lateral e
dorsal do hipotalamo medial, o nucleo parabraquial medial também
enviam projec¢des para 0 MnR (BEHZADI et al., 1990) .

Assim como o MnR, o DRN também recebe projecbes
provenientes principalmente da HL e também das regiGes lateral e
medial da area pré-dptica, das regides lateral, ventral e medial do nucleo
Intersticial da Estria Terminal (BNST, do inglés, Bed Nucleus of Stria
Terminalis), nas regifes lateral, dorsal, ventromedial e posterior do
hipotalamo, do nicleo Arqueado, e da amigdala (PEYRONet al., 1998).

1.6 NEUROANATOMIA DOS CIRCUITOS SEROTONERGICOS
EM AVES

Uma das primeiras tentativas para se estudar a distribuicdo dos
neurdnios serotonérgicos no encéfalo de aves contou com a participacéo
de um dos pioneiros na descricdo do sistema serotonérgico em
mamiferos, Kjell Fuxe (FUXE E LJUNGGREN, 1965). Junto com Lars
Ljunggren, utilizando novamente a técnica de Falck-Hillarp (FALCKet
al., 1962), Fuxe foi capaz de descrever a distribuicdo de neurbnios e
terminais monoaminérgicos no pombo, entretanto, ndo foi capaz de
diferenciar com clareza as diferentes marcacdes em catecolaminérgicas
ou serotonérgicas. Com o0 avango no desenvolvimento de anticorpos na
década de 80, o que impulsionou a caracterizacdo neuroquimica de
diferentes circuitos neuroanatdbmicos em mamiferos, surgiram também
diversos estudos sobre a descricdo do sistema serotonérgico em
diferentes espécies de aves: na galinha (Gallus domesticus, SANOet al.,
1983; YAMADAEet al., 1984; YAMADA E SANO, 1985; METZGERet
al., 2002), na codorna (Coturnix japonica, COZZlet al., 1991), e no
pombo (Columbia livia, CHALLETet al., 1996; MENEGHELL let al.,
2009). Estes estudos demonstraram a presenca de grupos serotonérgicos
na linha média do tronco encefélico, e também a existéncia de outros
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grupos de neur6nios imunorreativos a 5-HT e/ou a enzima triptofano
hidroxilase (TPH) em regibes mais laterais do tronco (YAMADAet al.,
1984; COZZlet al., 1991; CHALLETet al., 1996; MENEGHELL let al.,
2009). Além dos grupos serotonérgicos encontrados no tronco
encefalico, neurdnios imunorreativos a 5-HT também foram encontrados
em um dos 6rgéos circunventriculares da regido posterior do hipotaldmo
de aves, o Orgéo Paraventricular (PVO), nas trés espécies mencionadas
anteriormente (SANO et al., 1983; HIRUNAGIet al., 1992; HAIDAet
al., 2004; MENEGHELL Iet al., 2009).

Apesar de todos estes trabalhos apresentarem resultados
consistentes sobre a localizagdo dos nucleos serotonérgicos no tronco
encefalo de aves, ndo existe um consenso em relagdo & nomenclatura
destes grupos como a exemplo da que existe para mamiferos, nove
grupos de Bl a B9, definida por Dahlstrom e Fuxe em 1964
(DAHLSTROM E FUXE, 1964). Pouco se sabe também sobre a
homologia dos nucleos serotonérgicos entre o encefalo de aves e
mamiferos. Somente um atlas de encéfalo de aves, editado pelo
pesquisador espanhol Luis Puelles adota a nomenclatura utilizada para
mamiferos para nomear os diferentes nudcleos serotonérgicos da galinha
com base na distribuicdo neuroanatdmica destes nucleos (PUELLESet
al., 2007), entretanto, ndo apresenta outras evidéncias sobre a homologia
destas estruturas.

Recentemente, nosso laboratério publicou um trabalho sobre a
distribuicdo de neurdnios do tronco encefalico imunorreativos tanto a 5-
HT quanto a TPH no encéfalo de pombos (MENEGHELL let al., 2009).
Neste trabalho, a descricdo dos grupos de neurbnios serotonérgicos
distribuidos pelo tronco encefalico apresenta 10 diferentes ndcleos
serotonérgicos que podem ser agrupados em 3 grandes regifes: nlcleos
da linha média, Anularis (Anl), Caudal Linear (CL), Zona Peri-
Fasciculo Longitudinal Medial (Zp-FLM), Bulbar da Rafe parte dorsal
(RBd), Bulbar da Rafe parte ventral (RBv), Pontino da Rafe parte dorsal
(RPd), Pontino da Rafe parte ventral (RPv); nlcleos da regido
ventrolateral, Reticular Lateral (RL) e Reticularis Pontis Oralis (RPO) e
da regido dorsolateral, Locus Cerlleo parte caudal ou A6 (A6), Locus
Ceruleo parte rostral ou A8 (A8) e Subcertleo dorsal (SCd).

A maior concentracdo de corpos celulares serotonérgicos da
parte caudal é o nicleo RB, com a maior parte dos neur6nios
constituindo a base do nicleo (RBv) e alguns neur6nios localizados
dorsalmente alinhados verticalmente na linha média (RBd). Na linha
média, duas fileiras verticais de neurbnios dispostas paralelas uma a
outra caracterizam o nucleo CL, que situa-se ventral aos neurfnios do
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nlcleo Anl, que juntos com os neurdnios da ZpFLM, constituem o maior
aglomerado de células da regido dorsal da linha média do tronco
encefalico e que constituem o assoalho e as paredes do IV ventriculo. Na
parte dorsolateral ainda se encontra o nlcleo LoC, com a sua parte
caudal, o A6 caracterizado por neurdnios serotonérgicos com processos
curtos e densamente agrupados, em contraste a sua parte rostral, o A8,
com neurbnios serotonérgicos esparsamente distribuidos e com
processos mais longos (MENEGUELLIet al., 2009; DOS SANTOS et
al., 2011).

Estudos sobre a inervacdo serotonérgica do encéfalo de aves sdo
relativamente escassos. Entretanto, testes imunoistoquimicos para
deteccdo de fibras imunorreativas a 5-HT foram realizados em trés
diferentes espécies de aves e ddo uma boa nog¢éo do padrao de projecOes
serotonérgicas pelo encéfalo do pombo (CHALLET et al., 1996), da
codorna (COZZlet al.,, 1991) e pelo telencéfalo da galinha
(METZGERet al., 2002).

Fibras e terminais serotonérgicos apresentam-se difusamente
distribuidos por todo o encéfalo tanto do pombo (CHALLETet al.,
1996) quanto da codorna (COZZI et al., 1991) e também pelo
telencéfalo da galinha (METZGER et al., 2002). No telencéfalo da
galinha, densa presenga de processos imunorreativos a 5-HT foram
observados no Hiperpalio apical (HA), no Hiperpalio intercalado (HI),
no Hiperpalio densocelular (HD), e no Mesopalio (M) (METZGERet
al., 2002). Estes autores também observaram alto nivel de marcacdo no
Nidopalio (N), onde foi observado maior densidade de processos 5-HT+
na regido mediodorsal que na regido do Nidopalio intermédio (NI), e no
Nidopalio caudal (NC), principalmente na regido do Nidopalio
dorsocaudal (Ndc). Baixa densidade de fibras foi observada em &reas
sensoriais primarias como a regido visual do Entopalio (E) e a Ldmina 2
do Campo L que recebe informacGes auditivas provenientes do talamo
(METZGERet al., 2002).

Outra regido do telencéfalo das aves que recebe densa inervagéo
serotonérgica é o Arcopalio. As subdivisdes que recebem o maior
namero de fibras sdo o Arcopalio intermédio (Al) e o nicleo Taenia
(TnA) nas trés diferentes espécies investigadas (CHALLET et al., 1996;
COZZlet al., 1991; METZGERet al., 2002). Moderada densidade de
processos serotonérgicos também foram observados na regido do
hipocampo, dos nlcleos da base, do BNST e na érea septal
(CHALLETet al., 1996; COZZlet al., 1991; METZGEREet al., 2002). Na
regido do diencéfalo, os estudos no pombo (CHALLET et al., 1996) e na
codorna (COZZlet al., 1991) apontaram fibras serotonérgicas
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distribuidas pela regido periventricular tanto do hipotdlamo quanto do
tdlamo. Dentro do hipotdlamo, destaque para as regides pré-dptica
(nucleos dorsolateral, medial e magnocelular), paraventricular e também
para duas estruturas da regido caudal, o Orgdo Paraventricular (PVO) e
o infundibulo (COZZlet al., 1991; CHALLET et al., 1996). J& no
tdlamo, destaque para os nucleos dorsomedial e dorsolateral, além de
moderada presenca de processos no complexo habenular (COZZIet al.,
1991; CHALLET et al., 1996).

1.7.  RECEPTORES SEROTONERGICOS

Os sistemas serotonérgicos participam da modulacdo de
diversos processos fisiologicos e comportamentais, tais como 0 sono
(JOUVET, 1999), termoregulacdo (LINet al., 1998), neurogénese
(BANASRet al., 2004), resposta ao estresse (MEIJER E DE KLOET
1998), comportamento social (POPOVA, 2006), controle do peso
corporal (LAMet al., 2010), controle da ingestdo de alimentos (para
revisdbes ver DE VRY, SCHREIBER, 2000; SIMANSKY, 1996;
TECOTT, 2007) escolha e tomada de decisGes (LONGet al., 2009),
cognicdo (SCHIMITTet al., 2006), comportamento sexual (UPHOUSE
E GUPTARAK, 2010) e de vérias outras importantes fungdes cerebrais.

Uma das razbes pela acdo da 5-HT ser tdo abrangente é o seu
grande numero de receptores que estdo distribuidos praticamente por
todo o encéfalo (HOYER et al., 1994; HOYERet al., 2002).A
classificacdo mais atual dos receptores serotonérgicos, apresenta 7
diferentes tipos de receptores, do 5-HT1 ao 5-HT7 (HOYERet al.,
1994). Alguns destes tipos sdo ainda divididos em subtipos, como o 5-
HT1A, 5-HT1B, 5-HT1D, 5-htlE e 5-htlF (HOYERet al., 1994;
HOYER et al., 2002). Dos sete receptores, seis tipos sdo acoplados a
proteina G e, somente o 5-HT3 é um receptor de canal de Na'/K"
controlado por ligante (HOYER, 1990); a ativacdo do canal de Na'/K"
associado a este receptor provoca a despolarizacdo da membrana celular.
Os receptores 5-HT1 e 5-HT5 sdo negativamente acoplados a adenilato
ciclase, consequentemente, a ativacdo destes receptores diminui a
expressao de AMP ciclico. O 5-HT2 aumenta a expressao de inositol
trifosfato e diacilglicerol, o que resulta em influxo de Ca**, e a ativacdo
dos receptores 5-HT4 e 7 aumenta a atividade do AMP ciclico (para
revisdo ver BOCKAERTet al., 2010).
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1.8. OS RECEPTORES 5-HT1A

Dentre os receptores que sdo capazes que modular a atividade
da célula serotonérgica, o receptor 5-HT1A é o mais conhecido deles,
devido ao fato de ter sido um dos primeiros receptores a terem seus
genes codificados e a disponibilidade de ligantes seletivos desde 31 anos
atrds (HJORTHet al., 1982; para revisdo ver BARNES E SHARP,
1999). O gene para o receptor 5-HT1A humano foi clonado em 1987
(KOBILKAet al., 1987), e ele foi inicialmente identificado como um
receptor acoplado a proteina G (GPCR, do inglés G protein-coupled
receptor), baseado na homologia de sua sequéncia com 0 gene do
receptor adrenérgico 2. No ano seguinte, 0 mesmo grupo de
pesquisadores conseguiu reconhecer que 0 gene que parecia ser a
sequéncia do receptor adrenérgico B2, na verdade, codificava o receptor
5-HT1A (FARGINet al., 1988).

No cérebro de vertebrados, o receptor 5-HT1A é dividido em
duas classes distintas dependendo de sua localizacdo: autoreceptores,
que estdo localizados no corpo e em dendritos dos neurdnios
serotonérgicos (SOTELOet al., 1990) e heteroreceptores, que estdo
localizados em neurbnios ndo serotonérgicos (SPROUSE E
AGHAJANIAN, 1988). A ativagdo de ambos os receptores, auto ou
heteroreceptores, resulta na abertura de canais de K, o que leva a
hiperpolarizagdo neuronal (KATAYAMAEet al., 1997; LEE et al., 2008).
Devido a isso, tanto a 5-HT como agonistas do receptor 5-HT1A
apresentam efeitos diferentes dependendo da localizacdo do receptor 5-
HT1A ativado. Atuando nos autoreceptores, os agonistas 5-HT1A
inibem a atividade elétrica do neurdnio serotonérgico e
consequentemente diminuem a liberacdo de 5-HT (SPROUSE E
AGHAJANIAN, 1987; CRAVENet al., 1994). Ja, quando os
heteroreceptores sdo ativados, 0s agonistas mimetizam o efeito da 5-HT
sobre os tecidos alvos (KENNETTet al., 1987; HAMON et al., 1988;
BOHMAKEREet al., 1993).

Pouco se sabe sobre as diferencas entre os auto e
heteroreceptores 5-HT1A. Alguns estudos farmacoldgicos com
agonistas e antagonistas destes receptores mostram que diferentes
agentes apresentam maior afinidade para um ou para outro receptor
(RAURICHet al., 1999) e trabalhos com inibidores seletivos da
recaptacdo da 5-HT (ISRS) mostram que 0s autorreceptores apresentam
maior facilidade para desensibilizarem diante os elevados niveis de 5-
HT em comparacgdo aos heterorreceptores (HENZLER, 2002). As razdes
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para estas diferengas continuam obscuras, mas uma possibilidade pode
ser devido aos diferentes tipos de proteina G as quais o receptor 5-HT1A
se acoplar. Os autorreceptores da rafe estdo preferencialmente acoplados
a proteina Gi3, enquanto os heteroreceptores do hipocampo e do cortex
se acoplam tanto a proteina Gi3 quanto a proteina Go (MANNOURY et
al., 2006) e os receptores 5-HT1A do hipotadlamo podem se acoplar tanto
a proteina Gil (RAAPet al., 2000) como a Gz (SERRES et al., 2000).

Em mamiferos, os receptores 5-HT1A estdo distribuidos por
quase todo o encéfalo (LANFUMEY E HAMON, 2000). As primeiras
tentativas de mapeamento destes receptores surgiram tdo logo os
primeiros radioligantes seletivos foram desenvolvidos (GOZLANEet al.,
1983). Estes estudos autoradiograficos demonstraram que o receptor 5-
HT1A ¢ especialmente abundante no giro denteado e na area CA1 do
hipocampo, septo lateral, cértex entorrinal e frontal e nos nucleos dorsal
e mediano da rafe tanto em ratos (CHALMERS E WATSON, 1991)
como em humanos (VARNAS et al., 2004). Baixa, mas significante
expressao do receptor também foi detectado em regiGes talamicas e
hipotaldmicas, com niveis muito baixos ou quase inexistentes do
receptor 5-HT1A no estriado e no cerebelo (MARCINKIEWICZet al.,
1984. GOZLAN et al., 1983; MIQUELet al., 1991).

Com o desenvolvimento de anticorpos para o receptor 5-HT1A
(EL MESTIKAWY et al., 1990) foi possivel descrever com maior
definicdo a distribuicdo e morfologia dos neurbnios que continham o
receptor 5-HT1A. Estes estudos confirmaram os achados
autorradiograficos e ainda revelaram alta densidade dos receptores 5-
HT1A em regibes caudais da rafe (nicleo ROb), no Nucleo da Banda
Diagonal de Broca (FDB), nas laminas IV - VI do cértex cerebral,
regides CA2 do hipocampo, e baixa presenca destes receptores nas
regides amigdaldides, na substancia cinzenta periqueadutal, e nada nem
na substancia nigra, nem nos nucleos da base (MIQUELet al., 1991).
Um estudo mais recente tratando da distribuicdo e morfologia dos
receptores 5-HT1A na regido diencefélica apontou grande presenca
destes receptores em todo o hipotalamo, com neur6nios multipolares
imunorreativos ao receptor 5-HT1A nos nlcleos Pré-Optico
Magnocelular (PPM) e no FDB, neurdnios fusiformes no nicleo Supra-
Optico, e neurdnios triangulares ou circulares de tamanho médio
populando a zona incerta, a Area Hipotalamica Lateral (LHy), os
nlcleos Hipotaldamico Anterior (AH), Paraventricular do Hipotalamo
(PVN), Dormedial (DMN), Pré-Mamilar (PMM) e BNST (MARVINet
al., 2010).
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1.9 A SEROTONINA E A SEQUENCIA COMPORTAMENTAL
DE SACIEDADE

Além de participar da modulacdo destes trés diferentes
comportamentos, comer, beber e sono, os circuitos serotonérgicos
parecem orquestrar estas respostas comportamentais em torno de um
cenario fisiolégico que caracteriza um episddio ingestivo. Em roedores,
um episédio de ingestdo de alimento é acompanhado por uma sequéncia
temporalmente organizada de ingestdo de agua, comportamentos de
autolimpeza e entéo, por posturas de repouso e sono (HALFORD,et al.,
1998; RODGERSet al., 2010). Esta sequéncia cronologicamente
organizada dos comportamentos de comer e beber, seguidos pelo
surgimento de posturas de repouso/sono, é conhecida como sequéncia
comportamental de saciedade (do inglés behavioural satiety sequence,
BSS) e foi formalmente descrita pela primeira  por Antin e
colaboradores em 1975 (ANTINet al., 1975) e representa o reflexo
comportamental de um conjunto de alteragbes térmicas e metabolicas
que ocorrem em decorréncia da ingestdo de alimento e, aparentemente,
foi conservado ao longo da evolucéo dos vertebrados (MCCUE, 2006;
SECOR, 2009; SPUDEITet al., 2013; para revisdo sobre a BSS ver
HALFORDet al., 1998 e RODGERSet al., 2010).

A andlise dos niveis hipotalamicos de 5-HT durante um
episodio ingestivo em ratos, mostra que o padrdo de liberacdo desde
neurotransmissor acompanha o perfil da ingestdo: aumenta
gradualmente com a ingestdo, os picos ingestivos e de liberagdo de 5-HT
coincidem aproximadamente aos 20 minutos da refeicdo e, em seguida,
comecam a cair simultanea e paralelamente (SCHWARTZ, et al., 1989).
Além disso, a adminstracdo sistémica de 5-HT adianta e produz
completa BSS em ratos privados de alimento por 24 horas (Edwards e
Stevens, 1991). A nossa teoria, é de que as alterages nos niveis centrais
de 5-HT ao longo do episddio ingestivo organizam o aparecimento (ou
interrupcdo) dos principais componentes da BSS: os altos niveis de 5-
HT colaboram para o término da ingestdo de alimento e, através de
mecanismos de retroalimentagdo negativa, diminuem a liberacdo de 5-
HT, o que favorece o surgimento do beber e do sono.

De todos os receptores serotonérgicos, o receptor 5-HT1A é o
mais conhecido dentre aqueles que controlam negativamente a atividade
a serotonérgica (para revisao ver MCDEVITT E NEUMAIER, 2011). A
diminuicdo da atividade serotonérgica pela ativacdo dos autorreceptores
5-HT1A (localizados nos neurdnios serotonérgicos) foi a explicagdo
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encontrada por diversos autores para explicar os efeitos hiperfagicos
(BENDOTTI E SAMANIN, 1986) e hipnogénicos (BJORVATNEet al.,
1998) do 8-OH-DPAT. Ja a ativacdo dos heterorreceptores 5-HT1A, foi
usada para explicar os efeitos inibitdrios deste agonista sobre a ingestéo
de agua apos injecdo local nos nucleos PVN, (DE SOUZA VILLA et al.,
2008), Acumbens (CLISSOLD et al., 2013) e septal lateral (SL, DE
ARRUDA CAMARGOet al., 2010), e sobre o sono, ap6s injecdo
sistémica em ratos (BJORVATN et al., 1998).

Ja os efeitos da ativagdo de receptores 5-HT1A sobre a ingestéo
de alimentos em mamiferos precisam ser interpretados com mais
cuidado, uma vez que as respostas ingestivas desencadeadas pela
ativaglo destes receptores parecem depender mais do estado nutricional
basal do animal do que da localiza¢do dos receptores: em ratos saciados,
0 8-OH-DPAT aumentou a ingestdo de alimentos tanto quando aplicado
sistemicamente, como quando aplicado diretamente nos nucleos dorsal
ou mediano da rafe (BENDOTTI E SAMANIN, 1986); ja em porcos
privados ou livremente alimentados, a ativacdo dos receptores 5-HT1A
pela injecdo sistémica de 8-OH-DPAT respectivamente, diminuiu e
aumentou a ingestdo de alimentos (EBENEZER et al., 2001).

Estes estudos destacam a importancia dos receptores 5-HT1A
na modulacdo dos efeitos da 5-HT sobre os comportamentos ingestivos
e de sono em mamiferos. Mas, além disso, ratificam a importancia de se
investigar possiveis diferencas comportamentais que possam ser
dependentes da localizagdo dos receptores 5-HT1A, uma vez que 0 USO
de agentes farmacolGgicos capazes de discriminar entre um e outro
receptor é crucial para a eficicia do tratamento de diversos transtornos
neurolégicos (ROMEROet al., 1996; ARTIGASet al., 1996). Neste
sentido, diferentes espécies de animais ja foram testadas para analisar a
participacdo dos receptores 5-HT1A nos efeitos controlados pela 5-HT.
Dentre as espécies utilizadas, testes de conflito em pombo tém apontado
esta ave como um organismo bastante eficaz para identificar potenciais
efeitos ansioliticos e antidepressivos de agentes que atuam através de
receptores 5-HT1A (para revisdo ver BARRETet al., 1994).

Como mencionado anteriormente, tanto em pombos privados de
alimento (STEFFENSet al., 1997) quanto em animais saciados (DOS
SANTOS et al.,, 2011; HOELLHERet al., 2013), os efeitos mais
evidentes da injecdo ICV de 5-HT foram sobre a ingestdo de agua e
sobre o sono: doses variando de 50 a 300 nmol de 5-HT provocaram
intenso aumento na ingestdo de agua dentro dos 15 primeiros minutos
pos injecdo, seguido por longos periodos de repouso/sono entre 45 a 60
minutos de registro (STEFFENSet al., 1997; DOS SANTOS et al,,



52

2011; HOELLERet al., 2013). Nés associamos as respostas dipsogénica
e hipnogénica da 5-HT a ativacdo de receptores 5-HT1A, uma vez que a
injecdo de 8-OH-DPAT provocou a mesma sequéncia de respostas
comportamentais: intensa ingestdo hidrica logo ap6s as injecOes
(STEFFENSet al., 1997; HOELLER et al., 2013) seguida por
prolongados periodos de sono (HOELLER et al., 2013).

Os efeitos da 5-HT mimetizam a sequéncia de comportamentos
poés-prandiais observada em pombos privados de alimento. Esta
sequéncia de comportamentos foi recentemente descrita no pombo pelo
nosso laboratério (SPUDEITet al.,, 2013). Assim como em ratos
(EBENEZERet al., 2001), os efeitos que observamos em pombos apds a
ativacdo de receptores 5-HT1A com inje¢do ICV do 8-OH-DPAT
(HOELLERet al., 2013) foram bloqueados pelo pré-tratamento com o
antagonista de auto e heterorreceptores 5-HT1A, WAY 100635 (WAY).
Estes dados sugerem que as respostas da 5-HT e do 8-OH-DPAT se
devem & diminuicdo da atividade serotonérgica possivelmente
provocada pela ativacdo de autorreceptores 5-HT1A. No entanto, como
o WAY atua tanto em receptores pré quanto pds-sinapticos, nao
podemos afirmar qual a localizacdo do receptor 5-HT1A responsavel
pelos efeitos da 5-HT e do 8-OH-DPAT.

Nossa hipétese, portanto, é de que a 5-HT liberada apds um
episodio ingestivo estd envolvida diretamente na organizacdo das
respostas dipsogénica e hipnogénica que acompanham a ingestdo de
alimento. A nossa teoria prediz que a 5-HT liberada durante um episodio
ingestivo  (possivelmente no espago intraventricular) atua em
autorreceptores  5-HT1A. A  ativacdo  destes  receptores,
consequentemente, interrompe a influéncia inibitéria ténica exercida
pelos terminais serotonérgicos sobre alvos hipotalamicos envolvidos
com o controle da ingestdo hidrica e sono. Desta forma, a intensa
ingestdo de &gua e sono que observamos apods a injecdo de 5-HT em
pombos, é causada pela inibicdo dos circuitos serotonérgicos centrais
provocada pela prépria 5-HT.

1.10 OBJETIVO GERAL

Avaliar a participacdo dos receptores 5-HT1A nas respostas
dipsogénica e hipnogénica provocadas pela 5-HT em pombos na
tentativa de especificar as respostas provocadas pela injecédo
intracerebroventricular de 5-HT a atuacdo de auto ou heterorreceptores
5-HT1A.
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1.10.1 Objetivos Especificos

1- Investigar o papel dos receptores 5-HT1A sobre as respostas
ingestivas (agua e alimento) e hipnogénica provocadas pela
administracdo ICV de 5-HT e de 8-OH-DPAT.

2- Avaliar os efeitos da lesdo dos neurdnios serotonérgicos sobre os
efeitos ingestivos (adgua e alimento) e hipnogénicos provocados pela
administracdo ICV de 5-HT e de 8-OH-DPAT.

3- Descrever a distribuicdo dos receptores 5-HT1A no tronco encefalico
e no hipotalamo de pombos.

4- Analisar os efeitos da inje¢do ICV de 8-OH-DPAT sobre a expressdo
da proteina Fos em neurbnios serotonérgicos do tronco encefalico.

5- Analisar os efeitos da injecdo ICV de 5-HT e do 8-OH-DPAT sobre a
expressao da proteina Fos em distritos hipotalamicos e outras estruturas
prosencefalicas possivelmente relacionadas com as respostas provocadas
pelos tratamentos.

2. METODOS
2.1 ANIMAIS E CONDICOES DE ALOJAMENTO

Todos os procedimentos experimentais descritos a seguir foram
conduzidos em aderéncia as diretrizes para utilizacdo de animais em
experimentos prescritas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacéo
Animal (COBEA, normas editadas em 1991) e foram aprovados pelo
Comité de Etica para o Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Federal de Santa Catarina sob os protocolos: 23080.0383262/2008-65.
Além disso, os experimentos realizados na Alemanha foram aprovados
pela CEUA da Universidade do Ruhr, Bochum, com a permissdo n°.
8.87-50.10.37. Em todos os experimentos deste trabalho foram
utilizados pombos adultos de ambos os sexos (Columba livia, 400 - 550
g), mantidos em gaiolas individuais em ambiente climatizado (22 - 24
°C), com ciclo claro/escuro de 12: 12h (luzes acessas as 7h) e com livre
acesso a agua e ragao.
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2.2 DROGAS E INJECOES

- Serotonina (5-HT, 5-hidroxitriptamina hidrocloreto), Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA. Doses de 50 e 150 nmol; dissolvida em é&cido
ascorbico (AA) 1% em NaCl 0,9% e injetada ICV.

- 8-OH-DPAT [8-hidroxi-2 (di-n-propilamino) tetralina], Sigma-
Aldrich. Agonista 5-HT1A/7; dose de 30 nmol; dissolvido em AA 1%
em NaCl 0,9% e injetado ICV.

- WAY100635 (maleato de ciclohexano carboxamida n-[2-[4-(2-
metoxifenil)-1-piperazinil]etil]-n-(2-piridinil), Sigma-Aldrich.
Antagonista 5-HT;o pré e p6s sinaptico; doses 0,1, 0,3 e 1 nmol;
dissolvido em AA 1% em NaCl 0,9%, e injetado ICV.

- MM77 [1-(2-Methoxiphenil)-4-(4-succinimida-butil)  piperazina
dihidrocloreto], Tocris Bioscience, Bristol, UK. Antagonista 5-HT;a
pos-sinaptico; doses 23 e 69 nmol. Dissolvido em DMSO 0,3% em PBS
0,1M, e injetado ICV.

- 5,7-Dihidroxitriptamina (3-(2-aminoethyl)-1H-indole-5,7-diol). Sigma-
Aldrich. Dose de 400 pg/animal, dissolvida em AA 0,1% em NaCl
0,9%, e injetada ICV.

- Desipramina hidrocloreto [3-(10,11-dihidro-5H-dibenzo[b,flazepina-5-
il)-N-metilpropano-1- amina]. Sigma-Aldrich. Inibidor da recaptacéo de
noradrenalina (usada para prevenir os neurdnios noradrenérgicos de
possiveis lesGes ocasionadas pela 5,7-DHT), utilizada na dose de
25mg/kg, dissolvida em solucdo NaCl 0,9%, e administrada
intraperiponealmente.

As doses para os agentes foram escolhidas baseadas em
trabalhos anteriores do laboratdrio onde estas doses (5-HT e 8-OH-
DPAT) foram capazes de provocar alteracdes nos comportamentos
ingestivos e de sono em pombos privados (STEFFENSet al., 1997) ou
livremente alimentados (STEFFENSet al., 1997; DOS SANTOS et al.,
2011; HOELLERet al., 2013), ou capazes de bloguear os efeitos
ingestivos, tanto da 5-HT quanto do 8-OH-DPAT (WAY110635, DOS
SANTOS et al., 2009; HOELLERet al., 2013).

As injecdes ICV foram feitas através de uma canula injetora
(agulha gengival de 33G) conectada por um tubo de polietileno P10 a
uma microseringa de Hamilton e que se estendeu em 1mm a ponta da
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canula guia. O volume injetado (2 pl) foi administrado ao longo de 2
minutos e a canula injetora permaneceu no local por 2 minutos
adicionais para melhor difusdo da droga para o espago ventricular e para
prevencdo de possiveis refluxos.

A dose selecionada para a 5,7-DHT foi escolhida tendo como
base o trabalho de ALESCI E BAGNOLI (1988) em que uma dose
semelhante & que adotamos provocou diminui¢do dos niveis de 5-HT em
varias areas enceféalicas do pombo. J4 as doses do MM77, conhecido
como um potente antagonista de heterorreceptores 5-HT1A
(MOKROSZet al., 1994) foram escolhidas baseadas em um estudo em
camundongos onde uma doses equimolare administrada sistemicamente
foi capaz de bloquear os efeitos antidepressivos do 8-OH-DPAT
observados no teste do nado forcado (ALFREDO E OFIR, 2005).

2.3 CIRURGIA E PERFUSAO

Ao menos 14 dias antes dos experimentos, cada animal foi
anestesiado com cloridrato de cetamina (50 mg/kg, i.m.) e xilazina (10
mg/kg, i.m.) e estereotaxicamente implantado com uma céanula guia de
aco inoxidavel (26G) direcionada ao ventriculo lateral direito de acordo
com as coordenadas (1,0 mm lateral a linha média, 6,0 mm anterior a
linha interaural e entre 5 a 6 mm abaixo da superficie dorsal do cérebro)
derivadas do atlas do encéfalo de pombo (KARTEN E HODOS, 1967).
O posicionamento da cénula guia no espaco intracerebroventricular foi
verificado com o auxilio de uma lupa cirurgica, através da observacdo
do “brotamento” de liquido cefalorraquidiano na abertura superior da
canula. Em seguida, a canula foi ancorada ao cranio com o auxilio de 2
parafusos de joalheiros diagonalmente posicionados, fixada com
cimento odontoldgico e sua luz mantida integra por um mandril interno
removivel feito de agulha odontolégica.

Durante a cirurgia 0s animais foram mantidos aquecidos (40 -
41 °C) por meio de uma manta térmica e imediatamente apds a cirurgia,
0s animais receberam uma inje¢do intramuscular (i.m.) do antibi6tico
Enrofloxacina (Baytril®, Bayer, 5% injetado no volume de 1 ml/kg)
com intuito profilatico para possiveis infecces decorrentes da cirurgia,
e duas injecBes i.m. (24 h de intervalo entre elas) de cetoprofeno
(Ketofen® 1%, Merial, analgésico com acdo antipirética e anti-
inflamatoria; 1ml/Kg;).

Para a perfusdo, os animais foram profundamente anestesiados e
perfundidos transcardialmente com uma solucdo de sacarose 9,25% em
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tampao fosfato (PB, 0,2M, pH 7,2) [contendo 0,3 ml de heparina (1500
Ul), e mantida entre 37 a 40°C], seguida por paraformaldeido 4% (PFA,
em PB). Os cérebros foram dissecados e mantidos por 4 h em PFA 4%
(a 4 °C), até serem transferidos para uma solugdo de tampado salina
fosfato 0,1M (PBS) e mantidos a 4 °C por 18 h. Em seguida, foram
seccionados a 40um em um vibrdtomo (Vibratome 1500 Plus,
Vibratome Company, St. Louis, MO, USA) e armazenados em
anticongelante (18% de PB 0,2M; 22% de agua destilada; 35% de
propilenoglicol e 25% de sacarose) a -20°C até serem processados.

2.4 ANALISE COMPORTAMENTAL

Durante a primeira hora ap6s as injeces foram feitos registros
dos pombos através de uma cadmera (Orbit QuickCam, V-UCC22,
Logitech, Newark, CA, USA) acoplada a um microcomputador, e a
laténcia para o primeiro evento, a duragdo total e a frequéncia dos
comportamentos de beber, comer, exploracdo e de comportamentos
tipicos de sono (Quadro 1) foram gravadas. Estes videos foram
posteriormente avaliados e classificados usando um software
(EthoWatcher®, Crispim et al., 2010; e disponivel em
ethowatcher.ufsc.br) e um catadlogo comportamental desenvolvidos pelo
nosso laboratério. A definicdo e o uso destas unidades comportamentais
foram descritas em trabalhos anteriores de nosso laboratério (Steffens et
al., 1997; Héckl et al., 2005; Da Silva, 2007; Da Silva et al., 2009; Dos
Santos et al., 2009; para video ver Da Silva et al., 2008).
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Quadro 1: Catalogo com a descri¢do de cada comportamento do pombo usado
na avaliagdo e quantificagdo da analise comportamental.

Comer A ave bica a ragdo, esteja ela no comedouro ou no chéo
da gaiola, apresentando necessariamente movimentos
de degluticdo acompanhados por movimentos de
extensdo do pescogo.

Beber A ave insere o bico dentro do bebedouro e suga a agua.

Comportamentos | A ave permanece com os olhos fechados, cabeca
tipicos de sono retrusa entre os ombros e apoiada sobre o peito,
apresenta  ericamento das penas, eventualmente
apoiada sobre apenas uma das patas ou com a parte
ventral totalmente apoiada sobre o chdo da gaiola.

Explorar A ave explora a gaiola com as patas ou com o bico,
sem apresentar locomogéo, movimentando
constantemente a cabeca em varias direcdes.

A racdo foi disponibilizada em comedouros feitos com garrafas
plasticas (500 ml) com um orificio de 6,0 x 8,0 cm em seu terco médio e
a agua foi providenciada em bebedouro padrdo (para aves). Ao final do
periodo de registro, os péletes de racdo que eventualmente cairam do
comedouro foram recuperados e pesados juntos com a ragdo que restava
no comedouro.

2.5 PROCEDIMENTO IMUNOISTOQUIMICO

Todas as lavagens e incubacfes aconteceram em PBS 0,1M com
0,25% de Triton X100 (PBST) sob suave agitacdo em temperatura
ambiente (exceto as incubagdes com 0s anticorpos primarios que foram
realizadas em camara Umida entre 4 a 8°C). Todas as lavagens
consistiram de 4 trocas em PBST (5 min cada). Para descricdo dos
nlcleos imunorreativos a proteina Fos, as se¢des foram lavadas e
incubadas por 60 minutos a temperatura ambente (TA) em uma solugéo
contendo 2% soro albumina bovina (BSA) em PBST, e logo apds foram
incubadas com o anticorpo primario anti-Fos (K-25 (Sc-253) Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, Texas, USA; produzido em coelho, diluicdo
1:2000) em 2% de BSA em PBST durante 18 horas. Este anticorpo anti-




58

Fos tem sido usado em pombos para avaliar a capacidade de
magnetorecepcdo (WU AND DICKMAN, 2011) e também vem sendo
utilizado em outras espécies de aves para estudar os sistemas de controle
vocal, como o pardal doméstico (Passer domesticus) e o estorninho-
comum (Sturnus vulgaris) (RITERS et al., 2004). Em seguida, as
seccoes foram lavadas e a peroxidase enddgena foi blogueada em uma
solucdo contendo 0,3% de H,O, em metanol 100% durante 40 minutos,
lavadas novamente e incubadas com o anticorpo secundario anti-coelho
(feito em cabra, do Kit Vectastain Elite ABC Kit - Coelho IgG; Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA,; diluigdo 1:1000) em PBST durante
120 minutos em TA. Apo6s novas lavagens, as seccfes foram incubadas
com uma solugdo de avidina-biotina (solu¢bes A e B do Kit Vectastain
Elite ABC Kit - Sheep IgG; diluicdo 1:1000) em PBST em TA.
Finalmente as sec¢des foram lavadas e a expressdo da proteina Fos foi
visualizada por meio da DAB (3,3 - diaminobenzidina, Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) 0,05% em PBS, contendo 0,015% de H,0,,
intensificada com 0,05% de sulfato de niquel aménio durante 4 minutos.
A reacdo da DAB foi interrompida com uma lavagem em agua destilada
a 4° C, e as sec¢Os lavadas em PBS. Esta marcacdo resultou em uma
coloracdo preta/cinza escuro. As seccdes do tronco encefalico foram
entdo processadas com a técnica de dupla marcacdo para a deteccdo dos
neurdnios imunorreativos a enzima triptofano hidroxilase (TPH). Para
isso, as secgdes foram lavadas e incubadas durante 60 minutos em uma
solugdo com 2% de BSA e 2% de soro normal de coelho, e em seguida
incubadas com o anticorpo primario anti-TPH (AB 1541, Millipore
Corporation, Billerica, MA, USA; produzido em ovelha, diluicdo
1:1000) em uma solucdo contendo 1% de soro e 1% de BSA durante 20
horas. Em seguida as sec¢des foram lavadas e incubadas com o
anticorpo secundario por 120 minutos (coelho anti-ovelha, 1:1000;
anticorpo do Kit Vectastain Elite ABC Kit - Sheep 1gG) em TA. Apds
novas lavagens, as sec¢fes foram incubadas com uma solugdo de
avidina-biotina (solugdes A e B do Kit Vectastain Elite ABC Kit - Sheep
IgG; diluicdo 1:250) em PBST por 90 minutos em TA. Finalmente as
seccOes foram lavadas e 0s neurdnios serotonérgicos foram visualizados
por meio da 0,05% de DAB e 0,0075% de H,O, em PBS durante 9
minutos. A reacdo da DAB foi interrompida com uma lavagem em agua
destilada a 4° C, e as seccds lavadas em PBS 0,01M, montadas em
laminas gelatinizadas, secas ao ar livre durante 48 horas, desidratadas
em uma bateria graduada de etanol e xilol, e finalmente cobertas com
laminula com o DPX (uma mistura de distireno, plastificante e xilol;
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) como meio de montagem. A
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marcagdo da TPH resultou em uma coloracdo citoplasmatica marrom
claro.

2.6 ANALISE E CONTAGEM CELULAR

As seccdes foram analisadas em microscopio optico (Olympus,
BH-2) e fotografadas com uma camera (PixeLINK, Ontério, Canadd)
para identificacdo dos diferentes tipos de marcacbes. Os neur6nios
imunorreativos & enzima TPH foram analisados no tronco encefélico
tendo como referéncias para localizagdo e nomenclatura neuroanatdmica
trabalhos anteriores do laboratério (MENEGHELLI et al., 2009; DOS
SANTOS et al., 2011) e o atlas do encéfalo de pombo de KARTEN E
HODOS (1967). Para a identificagdo neuroanatbmica das estruturas
hipotaldmicas usamos como referéncia o estudo de Kuenzel e Van
Tienhoven sobre a nomenclatura e descri¢do dos nucleos hipotalamicos
e circunventriculares do cérebro da galinha (KUENZEL E
TIENHOVEN, 1982). Para padronizagdo na identificacdo do nivel
anteroposterior das seccdes, utilizamos o atlas do cérebro de pombo de
Karten e Hodos (KARTEN E HODOS, 1967). Tanto para a
quantificacdo da proteina Fos em neur6nios imunorreativos a TPH do
tronco encefalico, quanto dos nlcleos Fos positivos nas regides
hipotalamicas e prosencefalicas, trés seccOes representativas de cada
nicleo, de cada animal, de cada grupo experimental foram
quantificadas. Para eliminar efeitos da variagdo entre as secgdes, 0
nimero de marcacgdes observadas entre as sec¢des foi somado e a média
tomada como o valor para um animal para cada ndcleo analisado. Para
assegurar que as seccles escolhidas para as contagens pertenciam a
niveis anteroposteriores semelhantes entre os diferentes animais, as
mesmas foram selecionadas de acordo com marcos neuroanatdmicos
especificos para cada nivel (verificar um exemplo dos diferentes padrGes
de marcagdes e coordenadas dos nucleos analisados nas figuras 1 e 2).
As marcacbes foram quantificadas através do software Imagel
(www.rsbweb.nih.gov/ij/) por uma UOnica pessoa cega as condicBes
experimentais. Para 0s nlcleos serotonérgicos, a contagem foi feita em 1
a 2 campos (0,47 x 0,36 mm; o nimero de campos variou de acordo com
a area de cada nucleo; figura 1). Para os nucleos hipotalamicos e
prosencefalicos, a area de contagem foi circunscrita dentro de um
poligono adaptado a &rea de cada nucleo (representada como um
quadrado na figura 2). A éarea deste poligono ndo variou entre o0s
diferentes animais.
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2.7 ANALISE ESTATISTICA

As diferentes densidades (nimero de células marcados por mmz2)
de ndcleos imunorreativos a proteina Fos (Fos+), neurbnios
imunorreativos a enzima TPH (TPH+) ou duplamente marcados
(TPH+Fos+) foram inicialmente analisados pelo teste Shapiro-Willks
para teste de normalidade da distribuicdo e em seguida, analisados
separadamente para cada nicleo por testes paramétricos ou nao
paramétricos dependendo da sua distribuicdo. Como teste paramétrico
foi utilizado a Anova de uma via e como teste ndo paramétrico, o teste
de Kruskal-Wallis. Quando necessario, foram utilizados os testes pds-
hoc para dados paramétricos (Sheffé) ou para dados nao-paramétricos
(Mann-Whitney) para verificar diferencas entres grupos especificos.
Todos os testes estatitiscos utilizados neste trabalhos foram realizados
com o programa Statisca (Stasoft, versdo 8.0; Tulsa, OK, USA).

2.8 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

2.8.1 Experimento 1: avaliacdo dos efeitos de antagonistas
de receptores 5-HT1A sobre as respostas ingestivas e
hipnogénica provocadas pela 5-HT e pelo 8-OH-DPAT.

Dezesseis pombos adultos machos (450 a 530g, de ambos 0s sexos)
implantados com canulas guias direcionadas ao ventriculo lateral direito
foram divididosaleatoriamente em dois grupos dependendo do
antagonista que iriam receber: WAY ou MM77. Os experimentos foram
realizados entre as 10 e 16 h. Durante este periodo, 0 comportamento
ingestivo é estavel ebaixo (veja a ingestdo de alimento e agua dos
animais tratados com veiculo durante trés horas consecutivas em Dos
Santos et al., 2011). Osanimais foram mantidos em um mesmo biotério
e sem contato visual durantetodo o periodo de experimento. No
momento do tratamento eles eram retirados da gaiola, contidos
suavemente e levados & outra sala onde eram administrados 0s
tratamentos.Inicialmente os animais foram tratados com o antagonista
(WAY 100635 ou MM77) ou veiculo, devolvidos a gaiola e, 15 minutos
depois recebiam a segunda injecdo: 5-HT, 8-OH-DPAT ou veiculo.
Apds a segunda injecdo os animais eram devolvidos as suas respectivas
gaiolas e o registro experimental comecava.
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Figura 1: A) fotomicrografia com os diferentes padrdes de marcagéo analisados:
flecha preta, neurdnios duplamente marcado, Fos+TPH+; flecha branca, célula
TPH+ e, cabeca de seta branca, ndcleo Fos+. Barra de escala 50um. B) esquema
de um corte coronal demonstrando os nucleos serotonérgicos da ponte medial
onde a expressdo da proteina Fos foi quantificada e, C) esquema de um corte
coronal demonstrando os nucleos serotonérgicos da regido mesencefalica
anterior onde a expressao da proteina Fos foi quantificada. Para nomenclatura,
checar lista de abreviagGes. Figura adaptada de DOS SANTOS et al, 2011.
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Figura 2: esquema de cortes coronais (do mais posterior A 4.75 para o nivel
mais anterior do hipotalamo A 9.25) demonstrando os nucleos hipotalamicos e
demais estruturas prosencefalicas onde o a expressdo da proteina Fos foi
quantificada. Para nomenclatura, checar lista de abreviaces.
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2.8.1.1 Analise estatistica

Inicialmente, os dados foram analisados pelo teste Shapiro-
Willks para teste de normalidade da distribuicdo e a seguir foram
analisados com testes paramétricos ou nao paramétricos de acordo com
a sua distribuicdo. Os dados comportamentais e ingestivos foram
analisados pelo teste de Anova de duas vias tendo o pré-tratamento
(antagonistas) e o tratamento (5-HT ou 8-OH-DPAT) como fatores. Em
certos casos, 0s dados ingestivos ndo apresentaram distribui¢cdo normal,
entdo se adotou o protocolo sugerido por Sokal e Rohlf (2012, p444)
para adaptar os dados as condi¢des exigidas pelos testes parametricos.
Resumidamente, os dados foram ranqueados automaticamente pelo
software Statistica, apresentado assim, distribuicdo normal. Em seguida
foram analisados normalmente pela Anova de duas vias. Em todos os
testes, valores de p< 0,05 foram aceitos como estatisticamente
significantes.

2.8.2 Experimento 2: andlise dos efeitos da lesdo dos neurfnios
serotonérgicos sobre as respostas ingestivas e hipnogénica
provocadas pela 5-HT e pelo 8-OH-DPAT.

28.2.1 Os animais foram divididos em trés grupos
experimentais

Grupo 1: pombos naive, sacrificados sem nenhuma
manipulacgéo.

Este grupo contou com seis animais e serviu para
determinarmos os niveis encefalicos basais de 5-HT e do seu metabdlito,
0 acido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA), da Noradrenalina e de seu
metabdlito o &cido homovanilico em animais intactos, isto é, que nédo
foram submetidos & cirurgia e nem a nenhuma manipulagéo (Figura 3).
Os niveis de noradrenalina e de seu metabdlito, o &cido homovanilico
(HVA), também foram analisados com o objetivo de verificar se houve
ou nao lesdo dos neurdnios noradrenérgicos. Os niveis destas
substancias serviram como controle para as possiveis alteracdes
provocadas pela 5,7-DHT nos animais dos outros grupos.

Grupo 2: pombos injetados com a 5,7-DHT ou com seu veiculo
e sacrificados 12 dias ap06s a leséo.
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Este grupo contou com 12 animais e serviu para verificar o0s
efeitos da neurotoxina sobre 0s neurdnios serotonérgicos. Seis animais
foram injetados com a 5,7-DHT e outros 6, injetados com o veiculo
(Sham 12 dias) (Figura 3). Os efeitos da lesdo foram verificados
comparando os niveis de 5-HT entre os animais destes dois grupos, e
pela comparagdo entre os indices destes animais com os valores
observados nos animais do grupo 1.

Grupo 3: pombos injetados com a 5,7-DHT ou com seu veiculo
e tratados com 8-OH-DPAT (30 nmol), 5-HT (150 nmol) ou veiculo e
sacrificados 28 dias apds a leséo.

Este grupo contou com 6 animais lesados com a 5,7-DHT
(Grupo 5,7-DHT) e outros 6 animais com leséo ficticia (Grupo Sham)
(Figura 3). Com estes grupos pretendiamos verificar se os efeitos da 5-
HT e do 8-OH-DPAT eram dependentes dos autoreceptores 5-HT1A.
Doze dias ap0s a cirurgia, comecaram a ser testados com 5-HT, 8-OH-
DPAT ou veiculo. Dentro de cada grupo (Sham ou 5,7- DHT) todos os
animais receberam todos os tratamentos em um desenho experimental
tipo quadrado latino. Os animais foram testados com uma Unica injecao
de cada agente e tiveram seus comportamentos registrados na primeira
hora ap6s a injecdo. O consumo de racdo e agua foi verificado ao fim
deste periodo. Foi respeitado um intervalo de 7 dias entre as injecdes, e
os animais foram sacrificados 1 dias ap6s a Ultima injecéo, exatamente
28 dias apds a lesao.

Grupo 1 v

Grupo 2 . v

Grupo 3

dias

| Desipramina W 5,7-DHT ¢ teste ICV WV coleta amostra

Figura 3: esquema dos grupos experimentais dos animais submetidos a lesdo
pela 5,7-DHT e do tratamento com a 5-HT e com o0 8-OH-DPAT.
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2.8.2.2 Lesdo dos neurdnios serotonérgicos com a neurotoxina 5.7-
DHT

O protocolo de injecdo que nods utilizamos foi baseado, com
algumas alteracOes, nos trabalhos de ALESCI E BAGNOLI (1988) e
ISON E COLABORADORES (1996) que avaliaram, respectivamente, o
efeito da 5,7-DHT sobre os niveis encefalicos de 5-HT e sobre o
comportamento social de pombos. No dia da inje¢cdo da 5,7-DHT, os
animais receberam uma injecdo intra cavidade celomatica de
desipramina (25mg/kg, em 1ml de NaCl 0,9%) para proteger 0s
neurdnios noradrenérgicos dos efeitos da 5,7-DHT. 45 minutos apds, 0s
animais foram anestesiados com 50 mg/kg de cloridrato de cetamina e
10 mg/kg de cloridrato de xilazina (i.m.) e adaptados ao aparelho
estereotaxico. Apo6s a exposicdo do crénio, os locais de insercdo da
canula guia foram demarcados: 6 mm anterior a linha interaural e
1,5mm lateral ao seio venoso (bilateralmente) e foi realizada a
perfuracdo dos orificios para a insercdo da canula guia e para fixacdo
dos parafusos. Inicialmente a canula foi direcionada ao ventriculo lateral
esquerdo e lentamente introduzida no cérebro do animal. Uma vez
verificado o correto posicionamento da canula guia no espacgo
intraventricular, a 5,7-DHT foi administrada na taxa de 1ul/minuto. A
injecdo foi realizada através de uma agulha injetora (agulha gengival
30G, que excedeu 1mm a ponta da canula guia) conectada através de um
tubo de polietileno (P10) a uma microsseringa Hamilton de 10 pl.

A cénula guia e a agulha injetora permaneceram no local por 5
minutos apos a injecdo e em seguida foram direcionadas ao ventriculo
lateral direito. Os procedimentos de inser¢do da canula guia e injecdo
foram os mesmos que para a primeira inje¢do. A cada injecdo foram
administrados 200ug de 5,7-DHT dissolvidos em 5ul &cido ascérbico
(0,1% em salina 0,9%) apenas 10 minutos antes da injecdo. Nos animais
dos grupos 2 e 3, logo apds as injecdes foi feita a obturacdo do orificio
do ventriculo lateral esquerdo com esponja hemostatica (Hemospon,
Technew, RJ, Brasil), a canula guia foi direcionada ao ventriculo lateral
direito e ancorada ao cranio do animal como descrito anteriormente.
Imediatamente apds os procedimentos cirlirgicos, 0s animais receberam
o tratamento profilatico para infeccéo e dor pés cirlrgica como descrito
anteriormente e retornaram as suas gaiolas. Durante o periodo de
recuperacdo, o consumo de alimentos (racdo padrdo e agua) e 0 peso
corporal dos animais foi acompanhado diariamente e, 12 dias apés a
cirurgia, comegaram 0s primeiros testes comportamentais.
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2.8.2.3 Coleta do tecido encefalico

No dia da coleta do material encefalico, os animais foram
mortos por sobredose anestésica (injecdo intra cavidade celomatica de
uretana 45%), decapitados, e as partes de interesse (tronco cerebral,
hipotdlamo, arcopalio e hipocampo) foram dissecadas (ver esquema
figura 4) e rapidamente congeladas a -80°C em uma solucgéo de 0,1 M de
acido perclorico contendo 0,02% de metabisulfito de sodio e uma
concentracdo conhecida de dihidroxibenzilamina (DHBA, como padrdo
interno), para subsequente analise dos niveis de 5-HT e noradrenalina
(NA) e de seus metabolitos, o 5-HIAA e o HVA, respectivamente. A
dissecacdo das estruturas analisadas foi baseado em Alesci e Bagnoli
(1988), com o auxilio de uma matriz para o cérebro de pombos
(pigeonbrain slicer) desenvolvida pelo nosso laboratério para padronizar
0 nivel antero-posterior das estruturas entre os diferentes animais

avaliados.
A B C D

b
Jars
N

Figura 4: esquema de dissecagdo das estruturas encefalicas para a analise do
contetdo de 5-HT, NA e seus metaholitos. A) esquema de um corte coronal da
face medial da ponte; B) esquema de um corte coronal da face rostral do
mesencéfalo; C) esquema de um corte coronal com a face caudal do hipotalamo
medial, face caudal do arcopalio e face medial do hipocampo e, D) esquema de
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um corte coronal com a face rostral do hipotdlamo medial, do arcopalio e do
hipocampo. Para nomenclatura, checar lista de abreviacoes.
2.8.2.4 Determinacdo dos niveis cerebrais de monoaminas através da
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

O contetdo encefélico de 5-HT, NA, 5-HIAA e HVA foram
analisados utilizando-se um método adaptado de Linder e colaboradores
(Linder, 2008). O equipamento utilizado para quantificacdo foi um
sistema modular de cromatografia liquida de alta eficiéncia da marca
Waters, modelo Alliance 2695, composto por uma bomba quaternaria,
um desgaseificador, um injetor automatico refrigerado, além de um
aquecedor de coluna, sendo o modulo acoplado a um detector
eletrogquimico amperométrico modelo Waters 2465 (Waters, Milford,
MA, USA). A célula analitica de fluxo é composta de um eletrodo de
trabalho de carbono vitreo (GC-WE) com 2 mm de diametro e, operado
em corrente continua ajustada a um potencial de oxidacdo de +400 mV
versus a um eletrodo de referéncia de Ag/AgCI in situ (ISAAC) e um
eletrodo auxiliar de ago inoxidavel. O programa computacional utilizado
para controle, aquisicdo e processamento dos dados foi 0 Empower 2 ®
(Waters Co.).

A fase mével foi composta por 90 mM de fosfato de sddio
monobasico, 50 mM de acido citrico, 1,7 mM de 1-heptanosulfonato de
sodio, 50 uM de EDTA dissddico, 10% de Acetonitrila (CH3CN) e H,O
ultrapura (Milli-Q, Millipore). A fase mdvel teve o pH ajustado para 3,0
com hidroxido de sddio e, em seguida, a fase mével foi filtrada através
de uma membrana de acetato de celulose com porosidade de 0,45 uM
(Millipore) e desgaseificada a vacuo em banho de ultrassom de 40 kHZ
por 10 minutos.

O fluxo foi bombeado de modo isocrdtico a 0,30 mL por
minuto, através de uma coluna de fase reversa (C18) modelo Synergi
Hydro-RP, 150 mm de comprimento e 2 mm de didmetro interno,
empacotada com particulas octadecilsilano (C18)de 4uM de didmetro
(Phenomenex, Torrance, USA). A coluna foi protegida por uma guarda
coluna (C18) com 20 mm de comprimento e 2 mm de didmetro interno
(Alltech, Deerfield, USA), ambas utilizadas na temperatura de 35°C.
Para equilibrio completo da coluna cromatografica a fase movel foi
bombeada a um fluxo de 0,1 ml/min. durante 12 horas antes de iniciar as
andlises. As amostras de tecido foram masseradas, submetidas a um
banho de ultrassom de 40 kHZ por 10 minutos e, em seguida, foram
centrifugadas a 15.000 RPMs durante 20 min, a 4°C. O sobrenadante foi
transferido para microtubos do autoinjetor e mantidos a temperatura de
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4°C e uma aliquota de 20 pL de cada amostra foi injetada no
cromatdgrafo a cada 20 minutos.

As amostras foram quantificadas através das curvas de
calibracdo construidas como os padrdes dos analitos dissolvidos em 0,1
M de acido perclérico contendo 0,02% de metabisulfito de sddio. As
concentragdes das curvas foram de 20, 50, 100, 250, 500, 1.000, 2.000
ng/mL de cada analito. A partir da andlise das amostras de calibragéo, a
equacdo da curva de calibragéo foi determinada por regressao linear pelo
método dos minimos quadrados. A curva de calibragdo foi tracada
lancando-se no eixo “x” as diferentes concentragdes das solugdes
padrbes versus a area dos picos de cada analito que foi lancada no eixo
“y”. Para o célculo das concentragdes dos analitos, empregou-se a
equacdo y= ax + b, onde “y” ¢ a area extraida dos picos do analito nos
cromatogramas, “x” € a concentragdo do analito na amostra (ng/mL),
“a” ¢ a inclinagdo da reta e “b” é o valor do intercepto. Finalmente, os
valores obtidos foram expressos em nanogramas por miligrama de
tecido Umido.

2.8.3. Experimento 3: descricdo da distribuicdo dos receptores 5-
HT1A através da anélise dos sitios de ligagdo ao agonista [*H] 8-
OH-DPAT no tronco encefalico e no hipotdlamo de pombos.

2.8.3.1 Procedimentos experimentais

Seis pombos adultos (450 a 495g, de ambos os sexos) foram
utilizados para este experimento. Os animais foram decapitados, os
cérebros removidos do cranio e imediatamente congelados a -40 °C em
isopentano e armazenados em freezer a -70°C. Posteriormente, 0s
cérebros foram seccionados em secgdes coronais de 10um em criostato
de congelamento (2800 Frigocut E, Viena, Austria), e montadas em
laminas gelatinizadas e secas em freezer antes de serem utilizadas para a
autorradiografia ou coloragéo histolégica para visualizagdo dos corpos
celulares.

2.8.3.1 Autorradiografia
Os sitios de Iigagéo dos receptores 5-HT1A foram marcados

com o ligante tritiado ['H] 8-OH-DPAT de acordo com protocolo
previamente publicado (HEROLDet al., 2011), que consistiu em trés
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passos: 1) uma pré-incubacdo de 30 min a temperatura ambiente (TA)
em tampéo (Tris-HCI 170 mM com CaCl2 4 mM e 0,01% 4&cido
ascoérbico, pH 7,6) para remover os ligantes enddgenos do tecido, 2)
incubacdo principal, onde os sitios de ligacdo foram marcados com 1
nM [*H]8-OH-DPAT em tamp&o por 60 minutos & TA com ou sem a
presenca de 1uM de 5-HT como desacoplador para diferenciar entre
ligagdes ndo especificas (na presenca de 5-HT) da densidade total de
ligacdes (sem 5-HT). Uma vez que o nimero de ligagfes nado especificas
foi menor que 10% do valor total de ligagBes, o valor total de ligagdes
foi considerado como equivalente ao valor de ligacGes especificas, 3) e
como ultimo passo, as sec¢des foram enxaguadas por 5 minutos a 4 °C
em tampdo para eliminar os ligantes que ndo se ligaram ao receptor. As
seccOes foram montadas, secas ao ar livre sob protecdo, e
subsequentemente expostas contra um filme sensivel ao tritio
(Hyperfilm, Amersham, Germany) com plastico [*H]-padrio
(Microscales, Amersham) de conhecido padrdo de radioatividade
durante 8 semanas.

2.8.3.3 Analise de imagens

As autorradiografias foram digitalizadas por meio de um
sistema de analise KS-400 (Kontron, Alemanha) conectado a uma
camera CCD equipada com uma lente Macro S-Ortoplanar 60mm
(Zeiss, Alemanha). As imagens foram adquiridas em resolugdo 512 x
512 pixels e valores de cinza de 8 bits. Imagens de micro-escalas
coexpostas foram usadas para calcular uma curva de calibragdo por
estimacédo ndo linear dos minimos quadrados, que definiu a relacdo entre
os valores de cinza nas autoradiografias e as concentragcdes de
radioatividade. Isto permitiu a conversdo dos valores dos tons de cinza
de uma autorradiografia em valores de radioatividade correspondentes.
Estas concentracdes dos sitios de ligacdoocupados pelo ligante sob as
condicBes de incubacdo foram transformadas em densidade de sitios de
ligacdoa condicGes de saturacdo por meio da equacdo (Kp+ L)/As X L,
onde Kp é a constante de dissociacdo da cinética ligante - sitios de
ligacdo, L é a concentracdo de incubagdo do ligante e, AS € a atividade
especifica do ligante.

2.8.3.4 Identificacdo neuroanatdmica

As bordas das estruturas definidas pelo atlas de KARTEN E
HODOS (1967) foram microscopicamente identificadas em secgdes
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processadas para visualizacdo de corpos celulares e tragcadas sobre
impressdes de autorradiografias digitalizadas. A média dos valores de
cinza nas regides anatomicamente identificadas (uma a cinco seccBes
por regido/animal) foi transformada em concentracéo de sitios de ligacdo
(fmol/mg de proteina).

2.8.4 Experimento 4: analise da inje¢do ICV de 8-OH-DPAT sobre a
expressao da proteina Fos em neurdnios serotonérgicos do tronco
encefalico e em distritos hipotalamicos e outras estruturas
prosencefalicas relacionadas com o controle da ingestdo de
alimentos e sono.

Para este experimento, foram utilizados 15 pombos naive de
ambos os sexos (480 - 540 g; 5 animais/grupo) previamente canulados.
Estes animais foram divididos aleatdriamente em trés grupos
experimentais e foram submetidos aos seguintes tratamentos:

Grupo 1: uma injecdo ICV de veiculo (ascido ascérbico 5%), e
foram devolvidos as suas gaiolas logo ap6s a inje¢do, onde tinham livre
acesso a agua e racdo.

Grupo 2: uma inje¢do ICV de 8-OH-DPAT (30 nmol), foram
devolvidos as suas gaiolas logo apés a injecdo, onde tinham livre acesso
a agua e racdo.

Grupo 3: uma injecdo ICV de 8-OH-DPAT (30 nmol), foram
devolvidos as suas gaiolas, no entanto, foram privados de &gua (racéo
disponivel) durante os primeiros 90 minutos ap6s a injecéo.

2.8.5 Experimento 5: anélise da injecdo ICV de 5-HT sobre a
expressdo da proteina Fos em distritos hipotalamicos e outras
estruturas prosencefélicas relacionadas com o controle da
ingestdo de alimentos e sono.

Os procedimentos adotados para este grupo foram 0s mesmos
que aqueles utilizados no experimento anterior. Dez pombos naive de
ambos o0s sexos (455 - 510 g; 5 animais/grupo) previamente canulados
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foram divididos em trés grupos experimentais e foram submetidos aos
seguintes tratamentos:

Grupo 1: uma injecdo ICV de 5-HT (150 nmol), foram
devolvidos as suas gaiolas logo apdés a inje¢éo, onde tinham livre acesso
a agua e racéo.

Grupo 2: uma injecdo ICV de 5-HT (150 nmol), foram
devolvidos as suas gaiolas, no entanto, foram privados de agua (racéo
disponivel) durante os primeiros 90 minutos ap0s a inje¢éo.

Para avaliar os efeitos da 5-HT neste grupo, os animais tratados
foram comparados aos animais injetados com veiculo do grupo de
animais tratados com 8-OH-DPAT.

3 RESULTADOS

3.1 Experimento 1: avaliagdo dos efeitos do blogqueio dos receptores 5-
HT1A sobre as respostas ingestivas e hipnogénica provocadas pela 5-HT
e pelo 8-OH-DPAT.

O tratamento com 5-HT afetou de forma significativa a ingestdo
de agua em todos os animais testados (ANOVA de 2 vias: WAY x 5-
HT: F, 5 a4, 175, p<0,0001; MM77 x 5-HT: F, 1 4, 149, p<0,0001).
Tanto a dose de 50 quanto a dose de 150 nmol de 5-HT produziram
intensa resposta dipsogénica. A dose de 150 nmol foi a que apresentou a
maior resposta, aumentando o consumo de dgua em aproximadamente 8
vezes (5-HT, 4,49+0,3 x 0,62+0,15 ml/100g peso corporal dos animais
controles). O efeito da 5-HT foi afetado pelos dois antagonistas
utilizados: todas as doses de WAY bloquearam os efeitos da dose de 50
nmol (interagdo WAY x 5-HT: F, 5 g4, 3,35, p=0,005), mas néo afetaram
o efeito da dose de 150 nmol de 5-HT (Figura 5). O MM77 reduziu a
ingestdo de agua produzida pela dose de 150 nmol, mas ainda assim, os
animais tratados com 5-HT, continuaram bebendo mais que o0s animais
controles (interacdo MM77 x 5-HT: F, 42, 8,35, p=0,0008) (Figura 5).

A intensa ingestdo de d4gua provocada pela 5-HT foi
acompanhada pelo aumento da duragcdo (WAY x 5-HT: F, , g, 234,
p<0,0001; MM77 x 5-HT: F, 1 4, 32, p<0,0001) e da frequéncia do
beber (WAY x 5-HT: F, 5 g4, 9,2, p=0,004; MM77 x 5-HT: F, 1 45, 149,
p<0,0001) e pela diminuicdo da laténcia para primeiro episodio (WAY x
5-HT: F, 5 g4, 43, p<0,0001; MM77 x 5-HT: F, 1 4, 7,5, p=0,008)
(Tabela 1). O pré-tratamento com o WAY bloqueou todas as alteractes
do comportamento de beber provocadas pela dose de 50 nmol de 5-HT
(duragdo: interacdo WAY x 5-HT: F, ¢, a4, 8,9, p<0,0005; laténcia:
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interacdo WAY x 5-HT: F, ¢ g4, 3,6, p=0,002; e frequéncia: interacéo
WAY X 5-HT: F, 5 g4, 5,7, p<0,0005), mas reduziu apenas parcialmente
o efeito da dose de 150 nmol sobre duracdo do beber (Tabela 1). As duas
doses de MM77 reduziram os efeitos da 5-HT sobre a duragéo do beber
(interagdo MM77 x 5-HT: F, 1 4, 9,2, p=0,0004), a dose de 23 nmol
diminuiu o efeito da 5-HT sobre a laténcia (interacdo MM77 x 5-HT: F,
1, 42, 9,8, p=0,003) e a dose de 69 nmol bloqueou os efeitos da 5-HT
sobre a frequéncia do beber (Tabela 2). Quando administrado
previamente ao veiculo da 5-HT, a dose de 0,3 nmol de WAY diminuiu
a duracdo do beber e a maior dose, 1 nmol, além de também diminuir a
duracdo, ainda aumentou a laténcia do beber (Tabela 1). O MM77 néo
provocou, per se, alteragdes na ingestdo de 4gua ou no comportamento
de beber (Tabela 2). A 5-HT ndo foi capaz de afetar a ingestdo de
alimentos ou qualquer varidvel do comportamento de comer. O mesmo
aconteceu com os antagonistas.

Em resumo, a inje¢do de 5-HT provoca intenso aumento na
ingestdo de agua que é caracterizado por dramaticas alteracBes no
comportamento de beber. O WAY foi capaz de bloquear tanto a ingestao
de &gua quanto as alteragcbes comportamentais provocadas pela dose de
50 nmol de 5-HT, mas néo afetou as alteragdes provocadas pela dose de
150 nmol sobre a ingestdo de agua. O MM77, por sua vez, reduziu 0s
efeitos da dose de 150 nmol de 5-HT tanto sobre a ingestdo de agua,
quanto sobre a duracdo e a laténcia do beber.

A 5-HT também afetou de forma significante o0 comportamento
de sono e o comportamento exploratdrio. A 5-HT aumentou a duracéo
(WAY X 5-HT: F, 5 g4, 24,4, p<0,0001; MM77 x 5-HT: F, 1 4, 12,4,
p=0,0004) (Figura 5), a frequéncia (WAY x 5-HT: F, , g4, 4,02, p=0,02;
MM77 x 5-HT: F, 1 4, 6,2, p=0,01) e diminuiu a laténcia para o
primeiro episddio de sono (WAY x 5-HT: F, , &, 12,8, p<0,0001;
MM77 x 5-HT: F, 1 4, 5,9, p=0,02) (Tabela 1). A menor dose de WAY
(0,1 nmol) diminuiu o efeito da dose de 50 nmol de 5-HT sobre a
duracdo do sono, e ao contréario, a maior dose (1 nmol) potencializou o
efeito hipnogénico da dose de 150 nmol de 5-HT (interagdo WAY X 5-
HT: F, 5 84, 2,9, p=0,01) (Figura 5). Em relagdo ao pré-tratamento com
MM77, a dose de 23 nmol blogueou o efeito da 5-HT sobre a duragéo do
sono (interagdo MM77 x 5-HT: F, 2 4, 3,6, p=0,0004) (Figura 5) e as
duas doses bloquearam os efeitos da 5-HT sobre a frequéncia (interacao
MM77 x 5-HT: F, 5 42, 3,2, p=0,05) (Tabela 2). Tanto o WAY quanto o
MM77 também foram capazes de alterar o comportamento de sono
quando injetados previamente ao veiculo da 5-HT. Todas as doses de
WAY aumentaram a duragéo (WAY: F, 3 g4, 11,6, p<0,0001) (Figura5e
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tabela 1) e as duas maiores doses ainda aumentaram a
frequéncia (WAY: F, 3 g4, 4,7, p<0,004) e diminuiram a laténcia do sono
(WAY: F, 3 g4, 18,08, p<0,0001) (Tabela 1). J& com MM77, somente a
de 23 nmol foi capaz de aumentar a duragdo do sono (MM77: F, 2 4,
3,7, p=0,04) (Figura 5 e tabela 2). Adicionalmente, a 5-HT diminuiu a
duracdo (WAY x 5-HT: F, g4, 36,5, p<0,0001; MM77 x 5-HT: F, 1 42,
12,4, p=0,0004) (Tabela 1), e a frequéncia do explorar (WAY x 5-HT:;
F, 2 84, 58,9, p<0,0001), mas ndo foi capaz de alterar a laténcia para este
comportamento (Tabela 1). Os antagonistas também afetaram o
comportamento exploratério: todas as doses de WAY diminuiram a
frequéncia e a maior dose, 1 nmol, ainda diminuiu a sua duracédo (Tabela
1). Ja com o0 MM77, o Unico efeito foi alcancado pela dose de 23 nmol
gue conseguiu diminuir a duragdo do explorar (Tabela 2).

Em resumo, a 5-HT aumentou drasticamente a duragdo do sono
e, em contraste, diminuiu a duracdo do comportamento exploratério. O
animal tratado com 5-HT dorme mais cedo e de forma mais frequente
que o animal controle. Com excecdo da dose de 0,1 nmol de WAY que
blogueou o efeito da dose de 50 nmol, nenhuma outra dose de WAY
diminuiu o efeito da 5-HT. Pelo contrdrio, a maior dose de WAY
potencializou o efeito hipnogénico da 5-HT. Ja com 0 MM77, os efeitos
foram inconsistentes: a maior dose ndo afetou o efeito da 5-HT nem
alterou o sono per se. J& a menor dose, além de bloquear o efeito da 5-
HT, também aumentou o sono quando injetado previamente ao veiculo.

O tratamento com 8-OH-DPAT também afetou de forma
significante a ingestdo de 4gua (WAY x 8-OH: F,  ss, 23,4, p<0,0001;
MM77 x 8-OH: F, 1 2, 40,4, p<0,0001). O 8-OH-DPAT aumentou
aproximadamente 6 vezes o volume de agua ingerido em comparacédo
aos animais tratados com veiculo (Figura 6). Este aumento na ingestao
de 4gua foi caracterizado pelo aumento na duragdo (WAY x 8-OH: F,
56, 37,4, p<0,0001, MM77 x 8-OH: F, 1, 20y 34,4, p<0,0001), na
frequéncia (MM77 x 8-OH: F, 1 5, 6,86, p=0,01) e pela diminuicéo da
laténcia do beber (WAY x 8-OH: F, 1 s 16,8, p<0,0001; MM77 x 8-
OH: F, 1 20, 14,12, p<0,0001) (Tabela 3). O pré-tratamento com 0 WAY
blogueou os efeitos do 8-OH-DPAT sobre a ingestdo (interagdo WAY X
8-OH: F, 3 s, 5,06, p=0,003) (Figura 6), sobre a duragdo (interacéo
WAY x 8-OH: F, 3 s, 4,92, p=0,004) e sobre a laténcia do beber
(interacdo WAY x 8-OH: F, 3 56, 15,5, p<0,0001) (Tabela 3). O pré-
tratamento com MM77 ndo foi capaz de afetar nenhuma das alteragdes
sobre a ingestdo de 4gua ou sobre o comportamento de beber provocadas
pelo 8-OH-DPAT (Figura 6 e tabela 4).
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efeitos do pré-tratamento com o antagonista WAY100635 (0, 0,1, 0,3 ¢

Tabela 1

1 nmol) sobre os efeitos da 5-HT (0, 50 e 150 nmol) sobre a duracdo, laténcia e

frequéncia de comer, beber, sono e explorar. (*) p<0,05 comparado aos animais 0

+ Veiculo. (#) p<0,05 comparado aos an

0 + 5-HT. Dados representados

imais

como média + erro padrdo da média (EPM).
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Tabela 2: efeitos do pré-tratamento com o antagonista MM77 (0, 23 e

69 nmol) sobre os efeitos da dose de150 nmol de 5-HT sobre a duragéo,
laténcia e frequéncia dos comportamentos de comer, beber, sono e

(*) p<0,05 comparado aos animais 0 + Veiculo. (#) p<0,05

comparado aos animais 0 + 5-HT. Dados representados como média +

explorar.
EPM.
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Tabela 3: efeitos do pré-tratamento com o antagonista WAY 100635

(WAY, 0, 0,1, 0,3 e 1 nmol) sobre os efeitos das doses de 30 nmol de 8-
comer, beber, sono e explorar. (*) p<0,05 comparado aos animais 0 +

Veiculo. (#) p<0,05 comparado aos animais 0 + 8-OH-DPAT. Dados

OH-DPAT sobre a duracéo, laténcia e frequéncia dos comportamentos de
representados como média £ EPM.
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Tabela 4: efeitos do pré-tratamento com 0 MM77 (0, 23 e 69 nmol) sobre
os efeitos das doses de 30 nmol de 8-OH-DPAT sobre a duracéo, laténcia e
frequéncia dos comportamentos de comer, beber, sono e explorar. (*)

p<0,05 comparado aos animais 0 + Veiculo. (#) p<0,05 comparado aos
animaic N + R-OH-NPAT Dadns renresentadns comn média + FPM

MM77+DPAT 0+0 69+0 0+30 69430
Comer
Duracédo 29+4.6 25£3.5 133x16* 109=16
Laténcia 1235£374 1126£79 248+£63* 351£79
Frequéncia_ 5.1+1.7 3104 16£5.4* 9.5+£3.8
Beber
Duragdo 14=2.6 15+3.2 384= 32,84
Laténcia 823+148 586216 149+24* 21688
Frequéncia 3,1+0,9 3£0.7 11£1.5* 6,6+3.8
Sono
Duracido 221+£28 353+161 618+195% 232+181#
Laténcia 1946405 1664270 1160+£116* 2215+654%
Frequéncia 4,541 843 3.6£0.8 5+3.7
Exploracdo
Duracdo 668£104 410£59 286184* 515+161
Laténcia 1822+£389 741+524 1578+91 756554
Frequéncia 16+9.3 13.5£3.6 25£10 33,8+13
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Em resumo, o 8-OH-DPAT provocou intensa ingestdo de agua
caracterizada por alteracBes comportamentais que fizeram o animal
beber mais cedo e por mais tempo. Dos antagonistas utilizados, somente
0 WAY foi capaz de bloquear os efeitos do 8-OH-DPAT.

Os testes de Anova de duas vias também demonstraram que 0
tratamento com 8-OH-DPAT aumentou a ingestdo de alimento (WAY x
8-OH: F, 1 56 13,9, p=0,0004; MM77 x 8-OH: F, 1 2, 42,7, p<0,0001)
(Figura 6). O efeito hiperfagico do 8-OH-DPAT foi acompanhado pelo
aumento na duragdo (WAY x 8-OH: F, 1 56 132,4, p<0,0001; MM77 x
8-OH: F, 1 5 63,2, p<0,0001), na frequéncia (WAY x 8-OH: F, {, s,
5,01, p=0,02; MM77 x 8-OH: F, 1 5 6,7, p=0,01) e pela diminui¢do na
laténcia do comer (WAY x 8-OH: F, ; 56 31,6, p<0,0001; MM77 x 8-
OH: F, 1 20, 19,8, p=0,0002) (Tabela 3). O WAY foi o (nico antagonista
a afetar as alteragdes causadas pelo 8-OH-DPAT. Todas as doses de
WAY blogquearam o efeito do 8-OH-DPAT sobre a ingestdo (interagéo
WAY x 8-OH: F, 3 s, 13,2, p<0,0001) (Figura 6) e frequéncia do comer
(interacdo WAY x 8-OH: F, 3 s, 9,7, p<0,002) (Tabela 3). As duas
menores doses (0,1 e 0,3 nmol) bloguearam o efeito do 8-OH-DPAT
sobre a duragdo (interagdo WAY x 8-OH: F, 3 56, 42,9, p<0,0001), e a
dose de 0,1 nmol ainda blogueou o efeito do 8-OH-DPAT sobre a
laténcia do comer (interacdo WAY x 8-OH: F, 3 s, 5,8, p=0,01) (Tabela
3).

Em resumo, o tratamento com 8-OH-DPAT aumentou a
ingestdo de alimentos. O efeito hiperfagico do 8-OH-DPAT,
acompanhado pelo aumento da duragdo, frequéncia e diminuicdo da
laténcia do beber, assim como aconteceu com a intensa resposta
dipsénica provocada pelo 8-OH-DPAT, foram afetadas somente pelo
WAY.

Assim como a 5-HT, o 8-OH-DPAT também aumentou a
duragéo (WAY X 8-OH: F, 1, 561 35,2, p<0,0001, MM77 x 8-OH: F, 1, 20
8,6, p=0,008) (Figura 6 e tabela 3), a frequéncia (WAY x 8-OH: F, 1 s,
10,3, p=0,03) e diminuiu a laténcia do sono (WAY x 8-OH: F, i s,
25,03, p<0,0001; MM77 x 8-OH: F, 1 5, 5,6, p<0,0001) (Tabela 3). As
maiores doses de WAY diminuiram o efeito do 8-OH-DPAT sobre a
duragdo (interagdo WAY x 8-OH: F, 3 s, 8,72, p<0,0001) (Figura 6 e
tabela 3), e todas as doses diminuiram o efeito sobre a laténcia
(interacdo WAY x 8-OH: F, 3 s, 9,5, p<0,0001) (Tabela 3). O MM77
blogueou o efeito do 8-OH-DPAT sobre a duracéo (interagdo MM77 x
8-OH: F, 150, 8,5, p=0,008) (Figura 6) e sobre a laténcia do sono
(interacdo MM77 x 8-OH: F, 14, 6,6, p=0,008) (Tabela 4). Além de
afetar as respostas do 8-OH-DPAT, todas as doses de WAY também
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aumentaram a duracdo do sono (Figura 6) e as duas maiores doses ainda
diminuiram a laténcia deste comportamento. A dose de MM77 utilizada
nestes testes, per se, nao alterou nenhuma variavel do sono.
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Figura 5: alteragBes provocadas pela 5-HT sobre a ingestdo de agua, ingestdo de
alimento e sono pombos livremente alimentados e, os efeitos do pré-tratamento com
0s antagonistas dos receptores serotonérgicos 5-HT1A pré e pos-sinaptico
(WAY100635), e pés-sinaptico (MM77) sobre os efeitos da 5-HT. N: 6 animais por
grupo. (*) p<0,05 comparado aos animais 0 + Veiculo. (#) p<0,05 comparado aos
animais 0 + 5-HT. Dados representados como média + erro padrao da média (EPM).
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O 8-OH-DPAT também afetou o comportamento exploratério,
diminuindo a duragdo (WAY x 8-OH: F, 1 s6, 18, p<0,0001) (Figura 6) e
frequéncia (WAY x 8-OH: F, 1 s 19, p<0,0001) e aumentando a
laténcia para este comportamento (WAY x 8-OH: F, 1 s6, 31, p<0,0001)
(Tabela 3). O WAY ndo afetou o efeito do 8-OH-DPAT sobre a
duracdo, mas todas as doses de WAY diminuiram o efeito sobre a
laténcia (interagdo WAY x 8-OH: F, 3, 56, 20,9, p=0,007) (Tabela 3) e a
dose de 1 nmol diminuiu o efeito sobre a frequéncia da exploragéo
(interacdo WAY x 8-OH: F, 3, 56, 4,3, p=0,007) (Tabela 3). Nos grupos
de animais que receberam o MM77 como pré-tratamento, ndo foi
observado nenhum efeito nem do 8-OH-DPAT, nem do MM77 sobre o
comportamento exploratério (Tabela 4).

Em resumo, assim como a 5-HT, o 8-OH-DPAT provocou
intensa resposta hipnogénica e reducdo da atividade exploratéria. O
efeito hipnogénico do 8-OH-DPAT foi apenas parcialmente blogueado
pelas doses mais baixas de WAY e totalmente bloqueado pela Unica
dose de MM77 utilizada. Os efeitos do 8-OH-DPAT sobre a exploragéo,
ndo foram afetados pelo pré-tratamento.

3.2 Experimento 2: anélise dos efeitos da lesdo dos neurdnios
serotonérgicos sobre as respostas ingestivas e hipnogénica provocadas
pela 5-HT e pelo 8-OH-DPAT.

A 5,7-DHT provocou alterac@es significantes dos niveis de 5-
HT no tronco (H 4 29, 17,24, p= 0,0017), no hipotalamo (H 4 2, 14,57,
p=0,0057), e no hipocampo (H 4 29, 11,88, p= 0,01). Entretanto, ndo néo
afetou os niveis de 5-HT no arcopalio. Os testes demonstraram que nao
houve alteracdo nos niveis de 5-HT em nenhuma das estruturas
analisadas dos animais sham quando comparados aos animais controle.
Jé& para os animais lesados, os testes apontaram reducdo significativa dos
niveis de 5-HT: no tronco encefalico, houve queda de aproximadamente
56% nos animais DHT 12 dias (p=0,02) e 65% nos animais DHT 28 dias
(p=0,013) (Tabela 5). No hipotalamo dos animais do grupo DHT 12 dias
foi observado 80% (p=0,003)de reducédo dos niveis de 5-HT e no grupo
DHT 28 dias, a reducdo ficou em torno de 70% (p=0,012) (Tabela 5).
Em relagdo aos niveis de 5-HT no hipocampo, os animais DHT 12 dias
apresentaram aproximadamente 66% de reducdo (p=0,019) e os animais
DHT 28 dias, 40% (p=0,04) (Tabela 5).
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Figura 6: alteracdes provocadas pelo 8-OH-DPAT (DPAT) sobre a ingestdo de
agua, de alimento e sobre 0 sono em pombos livremente alimentados e, os efeitos do
pré-tratamento com os antagonistas dos receptores serotonérgicos 5-HT1A pré e
pos-sinaptico (WAY), e pos-sinaptico (MM77) sobre os efeitos do DPAT. (*)
p<0,05 comparado aos animais 0 + Veiculo. (#) p<0,05 comparado aos animais 0 +
5-HT. Dados apresentados como média + EPM.
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Tabela 5: valores em % indicando alteraces dos niveis de 5-HT em
comparagdo aos animais controles. O simbolo (-) Representa queda. Dados
apresentados em mediana % intervalo interquartil. (*) p< 0,05 comparado
aos animais controles.

Grupos Tronco Hipotalamo Hipocampo Arcopalio
Sham 12 -3,9+14.2 -2,1+531 -1,4 + 38,8 -25+24,5
Sham28 -1,8+13;3 -2,6 + 86,8 18,3+394 -0,5+58,6

DHT12 -566+105* -80,08+432* -664+556* -0,18+454
DHT 28 -648+72* -70,1+724* -404+20,6 * 36,7+752

A lesdo também diminuiu os niveis do 5-HIAA no hipotalamo
(H 4,29, 10,2, p= 0,01) e no hipocampo (H 4 29 7,4, p= 0,001) de ambos
0s grupos de animais submetidos a lesdo, DHT 12 e 28 dias. Em relagdo
as estruturas do tronco e do arcopalio, foi observada grande variacao dos
dados entre os animais, mas ndo observamos diferenca entre 0s grupos.
Os testes também ndo apontaram diferenca nos niveis de NA e HVA em
nenhuma das estruturas analisadas.

A lesdo também afetou drasticamente o nimero de neurdnios
TPH+ em todos os nucleos serotonérgicos avaliados. Desde o nlcleo
mais caudal, Nucleo Pontino da Rafe, até o mais rostral, o A8, a reducéo
do numero de neurbnios foi de aproximadamente 75% em todos os
nicleos. Ndo realizamos andlise estatistica destas contagens, mas na
figura 7, o efeito degenerativo da 5,7-DHT pode ser conferido.

Os testes de Anova de uma via apontaram efeitos dos
tratamentos sobre a ingestdo de agua (F, , 24, 88,18, p< 0,0001). A 5-HT
e 0 8-OH-DPAT aumentaram a ingestdo de agua tanto no animal sham
quanto no animal lesado (p< 0,001 para todas as comparacGes em
relacdo aos animais tratados com veiculo). Os testes também apontaram
efeito significante da lesdo (F, 1, 24, 10,22 p= 0,003) e dos tratamentos
(F, 2 24, 20,57, p= 0,0001) sobre o sono. A 5-HT e o 8-OH-DPAT
aumentaram a duracdo do sono tanto nos animais sham, como nos
animais lesados (p< 0,01 para todas as comparagdes) (Figura 8). A
injecdo de 8-OH-DPAT ainda aumentou a ingestdo de alimento tanto no
animal sham (p< 0,0001) quanto no animal lesado (p<0,0001) (F, 7, 24,
52,9, p< 0,0001) (Figura 8). Os testes estatisticos também apontaram
que a lesdo aumentou a duragdo do sono per se (p<0,05) e potencializou
o efeito hipnogénico da 5-HT. Entretanto, ndo foi observado nenhuma
alteracdo significativa nos comportamentos ingestivos dos animais
lesados (Figura 8).
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Figura 7: a esquerda, fotomicrografias demonstrando o efeito da toxina 5,7-DHT
sobre 0s neurdnios a expressdo de neurdnios TPH+. Area destacada no ZpFLM é
para mostrar os neurénios TPH+ na regido periventricular (foto de outro animal).
Esquemas a direita indicam a coordenada da seccdo analisada e os quadrados
indicam a regido do nucleo representativa da fotomicrografia. Barras de escala
100um. Para nomes das estruturas, verificar lista de abreviaturas.
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Figura 8: efeitos da 5-HT e do 8-OH-DPAT sobre a ingestdo de agua, alimento e
sobre o sono de animais submetidos a lesdo dos neurfnios serotonérgicos pela
injecdo da toxinina 5,7-DHT (DHT) ou sham, animais injetados com o veiculo da
5,7-DHT. Dados apresentados em media + EPM. (*) p<0,05 comparado aos animais
tratados com veiculo e (#) p<0,05 comparado aos animais sham tratados com 5-HT.
N: 6 animais/grupo.

Em resumo, a neurotoxina 5,7-DHT provocou dramatica
reducdo da imunorreatividade a enzima TPH, o que culminou na
reducdo dos niveis de 5-HT no tronco, no hipotdlamo e no hipocampo.
A perda dos neurbnios serotonérgicos, entretanto, ndo afetou nem os
efeitos do 8-OH-DPAT nem os efeitos da 5-HT sobre a ingestdo de
alimentos (agua e ragéo) e sobre 0 sono. O Unico efeito comportamental
provocado pela lesdo foi 0 aumento da duragéo do sono.

3.3 Experimento 3:descricdo da distribuicdo dos receptores 5-HT1A
através da andlise dos sitios de ligacéo ao agonista [H] 8-OH-DPAT no
tronco encefalico e no hipotalamo de pombos.

A técnica de autorradiografia revelou intensa presenca de
receptores 5-HT1A tanto na parte anterior do tronco encefalico (ponte
rostral e mesencéfalo) como por toda a extensdo do hipotdlamo. No
tronco, observamos densa distribuicdo destes receptores em distritos
serotonérgicos tanto os que estdo localizados na linha média, como
aqueles em regides mais laterais do tronco encefalico. Com nivel de
densidade variando de baixo (+) a muito alto (++++), todos os nucleos
serotonérgicos apresentaram presenca de receptores 5-HT1A.

Os destaques foram os nicleos que o Anl e a ZpFLM (Figura 9
e tabela 6). O nicleo Anl foi a regido onde observamos a maior
densidade de receptores e foi escolhido como padrdo 100% de ligacGes
servindo de referéncia para a classificagdo dos demais ndcleos (Figura 9
e tabela 6). Na ZpFLM observamos intensa presenca de receptores tanto
na sua face medial, quanto na face dorsal em toda sua extenséo rostro-
caudal ao longo do mesencéfalo (Figura 9 e tabela 6).
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Outras duas regifes de destaque com alta densidade de
receptores (+++) foram o nucleo LC e a parte caudal do nucleo LoC (o
A6) (Figura 9 e tabela 6). O LC é um aglomerado de células
serotonérgicas alinhadas verticalmente na regido da rafe mesencefalica e
0 A6 esta localizado lateralmente ao FLM e ventralmente ao GCt
(Figura 9 e tabela 6). O grupo de células serotonérgicas localizadas na
base da rafe, e que formam o nicleo Pontino da Rafe, apresentou
moderado nivel de receptores, tanto na sua parte ventral quanto na sua
porcdo dorsal (Figura 9 e tabela 6). J& a parte rostral do nucleo LoC, a
chamada area A8, e duas regides onde também se encontram alguns
neurdnios serotonérgicos esparsamente distribuidos, os ndcleos ScD e
ScV, apresentaram apenas baixo nivel de marcacdo (Figura 9 e tabela 6).
Das regiGes presentes no tronco e que ndo contém neurdnios
serotonérgicos, destaque para a GCt, onde observamos alta presenca de
receptores na sua parte caudal e moderada densidade na parte rostral
(Figura 9 e tabela 6).

Quanto a distribuicdo de receptores 5-HT1A no hipotalamo,

pudemos observar a presenca destes receptores desde a regido
hipotalamica mais caudal, a regido infundibular, até a regido da area pré-
Optica, que é conhecida como o limite anterior do hipotalamo. Nesta
Gltima regido os destaques foram os nucleos POA, FDB, SOe e PD que
apresentaram alta densidade de ligagSes ao [°H]8-OH-DPAT (de 50 a
69%, +++) (Figura 9 e tabela 6). Os nucleos da regido medial do
hipotdlamo, PVN, PMH e PLH apresentaram nivel moderado de
densidade (Figura 9 e tabela 6), e na regido infundibular, o PVO foi o
nicleo com nivel mais alto de receptores (86%, +++), seguido pelos
nicleos MM e PMM que apresentaram densidade moderada (Figura 9 e
tabela 6).
Em resumo, os receptores 5-HT;n estdo localizados em regides
préoximas aos ventriculos encefalicos, tanto no tronco quanto no
hipotdlamo. No tronco destaque para a ZpFLM e para o Anl, justamente
nlcleos com alta densidade de neurbnios serotonérgicos e situados
proximos (Anl) ou em regifes periventriculares (ZpFLM). No
hipotdlamo destaque para a estrutura circunventricular, o 0Orgédo
paraventricular, PVO, que apresentou alta densidade de receptores e 0s
nucleos da area pré-éptica e medial do hipotalamo.
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Figura 9: painel a esquerda mostrando autorradiografias com a distribuicdo dos
sitios de ligagdo ao [®H] 8-OH-DPAT no tronco e hipotalamo de pombos. Painel da
direita, esquemas com o nome das estruturas e as coordenadas do atlas estereotaxico
do cérebro de pombos de KARTEN E HODOS (1969) indicando o nivel de cada
seccdo analisada. As diferentes cores indicam diferentes densidades de ligagdes ao
[*H] 8-OH-DPAT em fmol/mg de proteina. Notar que o nivel de cor/densidade é
adaptado individualmente para cada micrografia. Para nomes verificar lista de
abreviaturas.
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Tabela 6: Os valores de ligacdo ao [*H] 8-OH-DPAT mostrados em fmol/mg de
proteina. Dados apresentados em média + desvio padrdo. A porcentagem de ligactes
e a classificagdo qualitativa da densidade foram tomadas tendo o maximo valor de
ligagbes (MVL), o ndcleo Anularis, como 100%. ++++, muito alto; +++ , alto; ++,
moderado e, +, baixo.

Area Fmol/mg Densidade relativa
proteina comparada ao MVL (%)

R (Pontino da Rafe) 180 + 133 34 ++

A6 (Locus Ceruleo caudal) 351 + 238 68 +++

A8 (Locus Ceruleo rostral) 41+19 8 +

ScD (Subceruleo dorsal) 46 + 19 9 +

ScV (Subceruleo ventral) 33+15 6 +

LC (Linear Caudal) 345+ 161 66 +++

CS (Central Superior) 138 + 144 26 ++

ZpFLM (Zona peri Fasciculo Longitudinal 510 + 289 98 ++++

Medial)

Anl (Anularis) 517 + 222 100 MVL ++++

GCt caudal (Substantia Gricea Central caudal) 315+ 166 61 +++

GCt rostral (Substantia Gricea Central rostral) 128 + 63 25 ++

ICO (Intercollicular) 260 + 122 50 +++

INF (Infundibulo Hipotaldmico) 177+ 44 22 ++

PVO (Orgéo Pavaventricular) 444 + 179 86 +++

MM (Mamilar Medial) 250 + 137 48 ++

ML (Mamilar Lateral) 36 +13 7 +

PMM (Premamilar) 179+ 64 34 ++

VMN (Ventromedial do hipotalamo) 102 +24 20 +

LHy (Area hipotalamica lateral) 98 +29 19 +

SCI (Strato Celular Interno) 31+26 6 +

SCE (Strato Celular Externo) 25+3 5 +

PHN (Periventricular do hipotalamo) 106 + 27 20 +

PMI (Paramediano interno do talamo) 95+14 18 +

HM (Habenular) 7512 15 +
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DMA (Dorso medial do talamo) 25%2 5 +
PVNm (PVN magnocelular) 171 +35 33 ++
PVNp (PVN parvocelular) 82 +51 16 +
DMN (Dorsomedial hipotalamico) 229 + 164 44 ++
BNTSm (BSTN parte medial) 245 + 182 47 ++
AM (Anterior medial do hipotalamo) 48 + 61 9 +
POM (Pre-6ptico Medial do hipotalamo) 103+35 20 +
POA (Pre-Optico Anterior) 357 £ 115 69 +++
PPM (Pre-Optico Magnocelular) 143+ 77 27 ++
FDB (Fasciculo Diagonal de Broca) 273 £133 53 +++
Soe (Supra-dptico externo) 258 + 85 50 +++
PD (Pre-6ptico Dorsal) 274+ 90 53 +++

3.4 Experimento 4: efeitos da administracdo ICV de 8-OH-DPAT
sobre a expressdo da proteina Fos em neurbnios serotonérgicos do
tronco encefdlico e em neurbnios de estruturas hipotalamicas e
prosencefalicas

O teste Anova de uma via aplicado separadamente para cada
nacleo, ndo apontou diferenca entre a densidade de neurbnios
serotonérgicos entre os diferentes grupos experimentais. Em relacdo aos
dados de contagens dos nucleos Fos+ ou das células duplamente
marcadas (Fos+TPH+) o teste de Shapiro-Wilks apontou diferentes
padrbes de distribuicdo entre os nucleos serotonérgicos. Todos o0s
nlcleos apresentaram distribuicdo ndo normal das células duplamente
marcadas. E quanto aos indices de nucleos Fos+, a distribuicdo dos
dados nos nucleos Anl e ZpFLM, também néo obedeceu os principios de
normalidade. Estes dados foram analisados com o teste de analise ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis. J& os dados que apresentaram se
distribuidos normalmente, foram analisados pelo teste Anova de uma
via.

O tratamento com 8-OH-DPAT alterou de forma significativa o
namero de ndcleos Fos+ no nucleo R (F 5,1, 11,6, p= 0,001). Os animais
tratados com 8-OH-DPAT e que beberam apds as inje¢des apresentaram
maior densidade de nucleos Fos+ quando comparados tanto aos animais
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controles (p= 0,009) quanto aos animais tratados com 8-OH sem acesso
(p= 0,002) (Figura 10). Néo foi observada diferenca entre os valores de
celulas duplamente marcadas entre os diferentes grupos.

O tratamento com 8-OH-DPAT também produziu alteragdes no
namero de ndcleos Fos+ (F 2 12 4,25 p= 0,02) e de células duplamente
marcadas (H ,, 15, 9,8, p=0,007) no ndcleo LC. Os animais tratados com
8-OH-DPAT e que beberam ap0s as injecdes apresentaram atividade Fos
mais intensa que os animais tratados com 8-OH-DPAT e que ficaram
sem acesso a agua (p= 0,02) (Figura 10). Tanto os animais que beberam
(p=0,004) quanto aqueles que ndo beberam (p= 0,04) ap6s o tratamento
com 8-OH-DPAT, apresentaram valores de células Fos+TPH+, mais
elevados que os animais controles (Figura 10).

A ativacdo dos receptores 5-HT1A pelo 8-OH-DPAT também
produziu alteragdes tanto na densidade de nicleos Fos+ (H 5, 15, 10,1 p=
0,006) como na densidade de células duplamente marcadas (H ,, 15 7,33,
p= 0,02) no nucleo Anl. Os animais tratados com 8-OH-DPAT e que
ndo tiveram acesso a agua apos as injecdes apresentaram aumento no
numero de ndcleos Fos+ quando comparados aos animais controles (p=
0,009) (Figura 10). O teste post-hoc de Scheffe também apontou que os
animais que foram privados de agua apo6s as injecdes alcancaram valores
de expressdo Fos muito acima dos animais que beberam ap6s o
tratamento (p= 0,009).

Quanto as células Fos+TPH+, o teste post-hoc ndo paramétrico
de Mann-Whitney apontou que ambos 0s grupos tratados com 8-OH-
DPAT, independente se beberam ou ndo, apresentaram valores mais
altos que os animais tratados com veiculo (p=0,02).

Na area da ZpFLM, o 8-OH-DPAT afetou tanto a densidade de
ndcleos Fos+ (H , 15 12,9 p= 0,001) quanto o ndmero de células
duplamente marcadas (H ,, 15, 9,2 p= 0,01). Segundo o teste de Mann-
Whitney, tanto os animais que beberam (p=0,0053), assim como 0s
animais privados de agua (p= 0,0051) apés as injecdes apresentaram
maior nimero de nucleos Fos+ que os animais controles. O teste post-
hoc ainda apontou diferenca entre os animais tratados com 8-OH-DPAT:
0s animais que ndo beberam apresentaram atividade Fos muito mais
intensa que os animais que beberam apds o tratamento (p= 0,005). Em
relacdo as células Fos+TPH+, o teste de Mann-Whitney apontou que
tanto os animais tratados com 8-OH-DPAT, independente se beberam
(p= 0,018) ou ndo beberam (p= 0,005) ap6s as injecdes, apresentaram
valores mais altos que os animais controles. Em relagdo aos ndcleos A6
e A8, os testes estatisticos ndo apontaram diferenca entre 0s grupos.
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Figura 10: a esquerda fotomicrograficas representativas dos efeitos da inje¢do ICV
de 8-OH-DPAT (30 nmol) sobre a densidade de nlcleos Fos+ e células duplamente
marcadas nos nlcleos: Pontino da Rafe (R), Linearis Caudalis (LC), Anularis (Anl) e
Zona peri Fasciculo Longitudinal Medial (ZpFLM). Barra de escala em 100um para
todas as fotomicrografias. Para verificar as diferentes marcagdes ver padrdo de
marcacdes na figura 1 e para nomes das estruturas, verificar lista de abreviaturas. A
direita, gréaficos apresentando os resultados das contagens dos diferentes tipos de
marcacdo analisadas: Fos+ ou Fos+TPH+. N&o teve diferenca entre a densidade de
células TPH+ entre os diferentes grupos, por isso, ndo apresentamos os dados das
contagens. DPAT+W animais tratados com 8-OH-DPAT com livre acesso a agua e,
DPAT animais tratados com 8-OH-DPAT sem acesso agua apos o tratamento. (*) p<
0,05 em relagdo ao veiculo. (#) p< 0,05 comparados ao grupo DPAT. Resultados
apresentados em média + EPM para todos os dados de Fos+ dos nicleos R e LC. Os
dados Fos+ do Anl e da ZpFLM, e todos os dados de Fos+TPH+ sdo apresentados
em mediana * intervalo interquartil.
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Em resumo, a injecdo de 8-OH-DPAT produziu diferentes
efeitos na atividade Fos dentre os diferentes nicleos serotonérgicos. Nos
ndcleos situados na linha média da rafe, 0 LC e 0 R, 0 8-OH-DPAT
aumentou a atividade Fos nos animais que beberam apds as injecGes. Ja
nos nucleos da regido dorsal da rafe situados préximos ao IV ventriculo,
a atividade Fos estd muito alta nos animais tratados com 8-OH-DPAT
que ndo tiveram acesso a agua.

Os dados dos diferentes padrdes de densidade de ndcleos Fos+
para os diferentes nlcleos hipotalamicos e prosencefalicos foram
inicialmente avaliados quanto ao carater de sua distribuicdo pelo teste de
Shapiro-Wilks. Os ndcleos que apresentaram distribuicdo normal de
seus dados foram analisados pelo teste paramétrico Anova de uma via.
Ja os dados cuja distribuicdo ndo estava dentro da normalidade, foram
analisados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Os testes de
analise post-hoc Sheffé e Mann-Whitney foram usados para testar
possiveis diferencas entre 0s grupos para 0s dados paramétricos e ndo
paramétricos, respectivamente.

O 8-OH-DPAT afetou de forma significante a densidade de
ndcleos Fos+ no nicleo no POM (H ; 15 12,5, p= 0,002) (Figura 12). O
teste post-hoc de Mann-Whitney demonstrou que o 8-OH-DPAT
aumentou a atividade Fos tanto nos animais que beberam (p< 0,01)
quanto nos animais que nao beberam apds o tratamento. Além disso, o
teste de Mann-Whitney também especificou que os animais que
beberam apresentaram atividade Fos mais intensa que 0s animais que
ndo tiveram acesso a agua (p< 0,01) (Figura 12). O 8-OH-DPAT
também afetou a densidade de nucleos Fos+ na regido magnocelular do
PVN (PVNm; H , 15 7,94 p=0,001) e no nucleo Subfornical (SFO; H ,,
15, 9,38 p=0,009). Para estes distritos, o teste de Mann-Whitney indicou
que os grupos tratados com 8-OH-DPAT apresentaram valores de
ndcleos Fos+ mais altos que os animais controles (p< 0,01),
independente se beberam ou nao apos as injegdes (Figura 11).

A densidade de nucleos Fos+ na regido lateral nicleo BNST
(BNSTI) também foi afetada pelo 8-OH-DPAT (H ;, 15, 12,5, p= 0,002).
O teste de Mann-Whitney apontou que tanto 0s animais que beberam
(p< 0,001) quanto os que ndo beberam (p< 0,001) apresentaramatividade
Fos maior que os animais injetados com veiculo (Figura 12).
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Figura 11: a esquerda, fotomicrografias representativas dos efeitos da injegéo
ICV de 8-OH-DPAT (30 nmol) sobre a expressdo da proteina Fos nos ndcleos
hipotalamicos PVO, SFO, PVNp e PVNm. DPAT+W, animais tratados com 8-
OH-DPAT com livre acesso a agua e DPAT, animais tratados com 8-OH-DPAT
privados de agua apds o tratamento. Barra de escala 50 um. Para nomes das
estruturas, verificar lista de abreviaturas. A direita, graficos apresentando os
resultados das contagens dos nucleos Fos+ para cada nucleo investigado. (*) p<
0,05 em relagdo ao veiculo. (#) p< 0,05 comparados ao grupo DPAT.
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Figura 12: a esquerda, fotomicrografias representativas dos efeitos da injecdo ICV
de 8-OH-DPAT (30 nmol) sobre a expressdo da proteina Fos nos ndcleos
hipotaldmicos SL, BNSTI, POM e POA. DPAT+W animais tratados com 8-OH-
DPAT com livre acesso & agua e DPAT animais tratados com 8-OH-DPAT e que
foram privados de agua apos o tratamento. Barra de escala 50 pm. Para nomes das
estruturas, verificar lista de abreviaturas. A direita, graficos apresentando o0s
resultados das contagens dos nucleos Fos+ para cada nucleo investigado. (*) p< 0,05
em relagdo ao veiculo. (#) p< 0,05 comparados ao grupo DPAT.

Além disso, o teste post-hoc de Mann-Whitney apontou que 0s
animais privados de &gua apresentaram densidade de nudcleos Fos+
aproximadamente 6 vezes mais alta que os animais com livre acesso a
agua (p= 0,009) (Figura 12).
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Em relacdo aos dados dos nucleos analisados pelos testes de
Anova de uma via, os testes apontaram efeito significante do 8-OH-
DPAT sobre a densidade de ntcleos Fos+ para o Orgéo Paraventricular
(PVO; F , 1, 48,03 p< 0,0001), e o nlcleo SL (F 5, 12, 92,9 p< 0,0001).
Nestes dois ndcleos os animais tratados com 8-OH-DPAT, independente
se beberam ou ndo, apresentaram maior atividade Fos que os animais
controles (teste post-hoc de Sheffé p< 0,005 (Figura 12).
Adicionalmente, entre os animais tratados com 8-OH-DPAT, os animais
gue ndo tiveram acesso a agua apresentaram atividade Fos+ mais intensa
gue os animais que beberam (p< 0,001). O 8-OH-DPAT ainda aumentou
a densidade de ndcleos Fos+ no nicleo Pré-optico Anterior (POA; F 5 1o,
27,7 p< 0,0003), independente se os animais beberam ou ndo apos as
injecOes (p< 0,002) (Figura 12).

Em resumo, o tratamento com 8-OH-DPAT afetou de forma
significativa a atividade Fos em todos os nucleos hipotaldmicos
investigados. Além disso, também alterou a expressao da proteina Fos
nos nucleos SL e BNSTI. Na maioria dos nlcleos, os animais tratados
com 8-OH-DPAT e que beberam ap06s as inje¢des apresentaram intensa
atividade Fos quando comparada aos animais tratados com veiculo. Em
alguns nucleos, especialmente o SL e 0 POM, os animais que beberam,
também apresentam atividade Fos mais intensa que os animais privados
de agua. No caso do nucleo BNSTI os animais que ndo beberam, foram
0S gue apresentam maior atividade celular, como por exemplo, 0 nlcleo
BNTSI.

3.5 Experimento 5: analise da injecdo ICV de 5-HT sobre a expressao
da proteina Fos em distritos hipotaldmicos e outras estruturas
prosencefélicas relacionadas com o controle da ingestdo de alimentos e
sono.

O teste Shapiro-Wilks apontou que somente o PVO e o SL
apresentaram dados com distribuicdo ndo-normal, por isso foram
analisados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo
teste post-hoc de Mann-Whitney. Os demais nicleos SFO, PNNm,
PVNp, BNSTI, POM e POA apresentaram distribuicdo normal dos
dados de contagem e foram, portanto, analisados pelo teste Anova de
uma via, com o teste de Sheffé usado para avaliar possiveis diferencas
entre oS grupos.
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Figura 13: a esquerda, fotomicrografias representativas dos efeitos da injecéo ICV
de 5-HT (150 nmol) sobre a expressdo da proteina Fos nos diferentes nucleos
hipotaldamicos analisados. 5-HT+W animais tratados com 5-HT com livre acesso &
agua e 5-HT animais tratados com 5-HT e que foram privados de agua apos o
tratamento. Barra de escala 50 um. Para nomes das estruturas, verificar lista de
abreviaturas. A direita, graficos apresentando os resultados das contagens dos
nicleos Fos+ para cada nicleo investigado. (*) p< 0,05 em relagdo ao veiculo. (#)
p< 0,05 comparados ao grupo 5-HT.

O teste de Kruskal-Wallis apontou efeito significativo dos
tratamentos sobre a expressdo da proteina Fos nos nucleos PVO (H ; 3s,
9,4,p=0,02) e SL (H 5, 15, 12,5, p= 0,002). No PVO, os animais tratados
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com 5-HT privados de agua apds a injecdo apresentaram atividade Fos
mais intensa tanto em relacdo aos animais controles (p= 0,008) como
quando comparados aos animais
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Figura 14: a esquerda, fotomicrografias representativas dos efeitos da injecdo ICV
de 5-HT (150 nmol) sobre a expressdo da proteina Fos nos diferentes nucleos
hipotaldmicos SL, BNSTI, POM e POA. 5-HT+W, animais tratados com 5-HT com
livre acesso & agua e 5-HT, animais tratados com 5-HT e que foram privados de
agua apo6s o tratamento. Barra de escala 50 um. Para nomes das estruturas, verificar
lista de abreviaturas. A direita, graficos apresentando os resultados das contagens
dos nlcleos Fos+ para cada nucleo investigado. (*) p< 0,05 em relagéo ao veiculo.
(#) p< 0,05 comparados ao grupo 5-HT.
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que receberam 5-HT e que beberam apds as injecbes (p= 0,03) (Figura
13). Em relagdo ao ndcleo SL, ambos os grupos tratados com 5-HT
apresentaram niveis de atividade Fos mais altos que os animais controles
(p< 0,008). O teste de Mann-Whitney também apontou ainda que os
animais tratados com 5-HT e que beberam em seguida, apresentaram
maior expressdo da proteina Fos que aqueles que ndo beberam (p=
0,009) (Figura 14).

Os testes de Anova de uma via apontaram efeitos dos
tratamentos sobre a expressdo Fos nos nucleos SFO (F , 15, 14,15, p=
0,0006), nas regides parvo (F , 12, 7,14, p= 0,009) e magnocelular do
ndcleo PVN (F , 15, 21,35, p= 0,0001), no BNSTI (F , 15, 37,3, p<
0,0001), no POM (F ;, 12, 37,4, p< 0,0001) e no ndcleo POA (F 12,
18,5, p= 0,0002). No nucleo PVN (ambas as regifes, figura 13) e no
POA (Figura 14), foi observado aumento na expressao Fos em ambos os
grupos tratados com 5-HT (PVN, 5-HT x veiculo: p< 0,02 para as duas
regides; POM, 5-HT x veiculo: p< 0,0001). Assim como os resultados
observados no ndcleo PVO, a injecdo de 5-HT provocou aumento na
expressao da proteina Fos no ndcleo SFO somente nos animais que nao
tiveram acesso a agua apds os tratamentos (p= 0,001 comparada ao
veiculo) (Figura 14). Nos nlcleos BNTSI e POM, ambos 0s grupos de
animais tratados com 5-HT apresentaram indices de atividade Fos mais
elevado que os animais tratados com veiculo, entretanto, 0s animais que
beberam apresentaram indices de atividade mais baixo que os animais
privados de agua apds as injecdes (p= 0,01) (Figura 14).

Em resumo, a injecdo ICV de 5-HT aumentou a atividade Fos
em todos os nlcleos investigados. Em alguns deles, este efeito foi
observado tanto nos animais que beberam como naqueles animais que
ndo beberam. J& em outros nicleos, a ingestdo de agua reduziu parcial
ou totalmente a intensa atividade Fos produzida pela 5-HT.

Nos animais tratados com 8-OH-DPAT que tiveram livre acesso a dgua
apés a injecdo, além da intensa ingestdo hidrica, nds observamos
também grande aumento no consumo de alimento (Figura 6). Por isso,
nos decidimos avaliar o padrdo de atividade da proteina Fos em regides
classicamente conhecidas por participarem no controle da ingestdo de
alimentos em mamiferos, os nucleos Dorsomedial (DMN) e
Ventromedial do Hipotalamo (VMN), a Area Hipotalamica Lateral
(LHy) e o nucleo Infundibular (INF) que no encéfalo de mamiferos é
mais conhecido como nicleo Arqueado. A analise da atividade Fos
nestes nudcleos foi realizada somente naqueles animais que receberam
agua apds as injecbes. NOs comparamos os efeitos do 8-OH-DPAT
sobre a atividade Fos nestas &reas com os animais tratados com 5-HT
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(com 4agua disponivel apds o tratamento) e com os animais injetados
com veiculo.

Veiculo
#"\DMN

o
o

* [] Veiculo

o
o

Nucleos Fos+/mm 2
o0
o

DMN LHy VMN

240 #

160

80

Nucleos Fos+/mm 2

Figura 15: a esquerda, fotomicrografias representativas dos efeitos da injecdo ICV
de 5-HT (150 nmol), de 8-OH-DPAT (30 nmol) e de veiculo sobre a expressao da
proteina Fos nos nucleos hipotalamicos DMN, VMN, LHy (painel superior) e INF
(painel inferior). Os animais apresentados nesta figura pertenciam aos grupos que
tiveram livre acesso a dgua apds os tratamentos. Barra de escala 50 pm. Para nomes
das estruturas, verificar lista de abreviaturas. A direita, graficos apresentando os
resultados das contagens dos nlcleos Fos+ para cada nlcleo investigado. (*) p< 0,05
comparados ao veiculo. (#) p< 0,05 comparados ao grupo 5-HT.

Nos animais tratados com 8-OH-DPAT que tiveram livre
acesso a agua apds a injecdo, além da intensa ingestdo hidrica, nds
observamos também grande aumento no consumo de alimento (Figura
6). Por isso, nds decidimos avaliar o padrdo de atividade da proteina Fos
em regides classicamente conhecidas por participarem no controle da
ingestdo de alimentos em mamiferos, os nicleos Dorsomedial (DMN) e
Ventromedial do Hipotdlamo (VMN), a Area Hipotalamica Lateral
(LHy) e o nucleo Infundibular (INF) que no encéfalo de mamiferos é
mais conhecido como nucleo Arqueado. A analise da atividade Fos
nestes ndcleos foi realizada somente naqueles animais que receberam
agua apos as injecBes. NO6s comparamos os efeitos do 8-OH-DPAT
sobre a atividade Fos nestas areas com os animais tratados com 5-HT
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(com agua disponivel apds o tratamento) e com os animais injetados
com veiculo.

Os testes estatisticos de Anova de uma via apontaram efeitos
significativos dos tratamentos sobre a expressdo da proteina Fos em
todos os nucleos investigados: DMN (F ,, 1, 36,7, p< 0,0001), LHy (F ,,
12, 34,4, p< 0,0001), INF (F 3 12, 39,3, p< 0,0001) e VMN (F 7, 12, 34,4,
p< 0,0001). O 8-OH-DPAT aumentou a atividade Fos em todos 0s
nlcleos (p< 0,0004, para 8-OH-DPAT x veiculo, em todos os nucleos).
J4 a injecdo de 5-HT, diminuiu a atividade Fos nos nicleos DMN (p<
0,0005) e LHy (p< 0,0001), aumentou a atividade dos neurbnios do
nicleo VMN (p= 0,01), mas nao alterou a expressao Fos no INF.

Em resumo, estes dados sugerem que a ativagio de receptores
5-HT1A nos nicleos hipotalamicos DMN, LHy, INF e VMN parecem
participar do controle da ingestdo de alimento organizado pelos circuitos
serotonérgicos. Adicionalmente, as alteragbes na atividade Fos
observadas nos nlcleos VMN e LHy apo6s a injecdo de 5-HT ndo exclui
a participacao de outros receptores.
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4. DISCUSSAO

Conforme previamente demonstrado por trabalhos do nosso
laboratério (STEFFENSet al., 1997; DOS SANTOS et al., 2011;
HOELLERet al.,, 2013), tanto a 5-HT quanto o 8-OH-DPAT
aumentaram de forma intensa ingestdo de agua e o sono de pombos
livremente alimentados. As alteragbes comportamentais provocadas pela
5-HT e pelo 8-OH-DPAT tem um perfil muito similar e parecem seguir
uma sequéncia bem caracterizada de intensa ingestdo de agua nos 15
primeiros minutos ap6s o tratamento, seguida pela diminuicdo dos
comportamentos exploratdrios que ao longo do registro vao sendo
substituidos pelo surgimento de posturas tipicas de sono, que se tornam
0 comportamento predominante entre 0s 45 e 60 minutos de registro. A
sequéncia de respostas provocadas pelo 8-OH-DPAT ainda inclui
aumento da ingestdo de alimento observada nos primeiros minutos de
registro.

O efeito hiperfagico do 8-OH-DPAT foi blogueado pelo pré-
tratamento com o antagonista de auto e heterorreceptores 5-HT1A,
WAY100635 (WAY), mas ndo foi afetado pelo antagonista de
heterorreceptores 5-HT1A, MM77. Estes resultados farmacoldgicos
sugerem que o efeito do 8-OH-DPAT sobre a ingestdo de alimento seja
mediado pela agdo de autorreceptores 5-HT1A. No entanto, a lesdo dos
neurdnios serotonérgicos pela 5,7-DHT ndo afetou o efeito do 8-OH-
DPAT. A contra-coloracdo das seccBes contendo os nicleos do tronco
encefalico, onde a densidade dos neurdnios serotonérgicos foi analisada,
com o corante de corpo celular Gienmsa, demonstrou que a densidade
de neurdnios observada em cada nucleo ndo foi afetada pela 5,7-DHT.
Isto demonstra que a toxina 5,7-DHT afeta a maquinaria necessaria para
produzir a 5-HT, uma vez que o teste imunoistoquimico para detectar
neurdnios imunorreativos a enzima TPH, revelou diminui¢do no ndmero
de neurbnios TPH+ em todos os nlcleos serotonérgicos analisados.
Estes resultados parecem ser contraditorios. Foi descoberto ha certo
tempo que 0 WAY também pode atuar como antagonista de receptores
dopaminérgicos (CHEMELet al., 2006). Além disso, estudos
farmacoldgicos/comportamentais em mamiferos tem demonstrado que a
resposta hiperfagica do 8-OH-DPAT pode ser bloqueada por
antagonistas de receptores D2 (MUSCATet al., 1989; FLETCHER,
1991). Estes dados sugerem que, ao menos em mamiferos, os efeitos do
8-OH-DPAT sobre a ingestdo de alimento podem ser devido também a
uma acdo indireta através de outros circuitos. Se isso é verdade para
pombos, ndo sabemos. Nossos dados farmacoldgicos apontam para 0s
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autorreceptores; ja os dados da lesdo indicam a participacdo dos
heterorreceptores 5-HT1A. O que podemos concluir destas evidéncias,
aparentemente contraditorias, € que parece haver uma adaptacdo da
funcdo entre auto e heterorreceptores 5-HT1A que parece depender da
integridade do neur6nio serotonérgico. No animal que tem os circuitos
serotonérgicos funcionando normalmente, aparentemente, o efeito
hiperfagico do 8-OH-DPAT pode ser devido a ativagdo de
autorreceptores. J& no animal que foi submetido a lesdo dos neurdnios
serotonérgicos, o efeito do 8-OH-DPAT pode ter sido mediado por
heterorreceptores 5-HT1A. Em ratos injetados com a 5,7-DHT, o efeito
hiperfagico do 8-OH-DPAT ¢ apenas diminuido parcialmente
(BENDOTTI E SAMANIN, 1986), 0 que sugere que assim como em
aves, o efeito do 8-OH-DPAT sobre a ingestdo de alimento pode ser
devido a participacdo de auto e heterorreceptores. Um teste que poderia
produzir evidéncias mais claras sobre a participagdo dos
heterorreceptores nos efeitos produzidos pela 5-HT e pelo 8-OH-DPAT
nos animais submetidos a lesdo pela 5,7-DHT, seria testar o pré-
tratamento com o antagonista destes receptores, o MM77. Estes
experimentos ja constam em projetos futuros e em breve serdo
realizados em nosso laboratorio.

Nossos resultados obtidos com os pré-tratamentos e com a leséo
dos neurdnios serotonérgicos sugerem que o papel dos receptores 5-
HT1A no controle da ingestdo de alimento em pombos, pode ser
diferente do papel desempenhado por estes receptores em mamiferos.
Em aves, n6s observamos aumento da ingestdo de alimento causado pela
injecdo ICV de 8-OH-DPAT em pombos livremente alimentados. Outro
trabalho recente do nosso laboratério encontrou efeito inverso apds
injecdo sistémica do 8-OH-DPAT: diminuicéo da ingestdo de alimento
tanto em animais avaliados no meio da manhd, quando o consumo de
alimentos ¢ baixo, como em animais avaliados no meio da tarde, quando
0 consumo é mais alto (DOS SANTOSet al., 2009). O mesmo efeito foi
encontrado em outras espécies de aves. Apos tratamento sistémico, o 8-
OH-DPAT diminuiu a ingestdo de alimento tanto em galinhas de corte
(Gallus gallus domesticus) submetidas a jejum prévio de 16 horas
(SAADOUN E CABRERA, 2008), como em codornas (Coturnix
japonica) sob privacdo ou livremente alimentadas (REIS et al., 2005).
Em mamiferos, tanto a administracdo sistémica (PORTASet al., 1996)
guanto local (ROBERTSet al., 2001) de 8-OH-DPAT diminuem a
atividade serotonérgica. Entretanto, as alteracbes no comportamento
ingestivo ocasionadas pelo 8-OH-DPAT parecem depender, sobretudo,
do estado nutricional do animal. Em mamiferos saciados, a
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administracdo sistémica de 8-OH-DPAT aumentou a ingestdo de
alimentos em ratos (VOIGHTet al., 2000), camundongos,
(EBENEZERet al., 2007) e porcos (BALDWINet al., 1995). A injecdo
local de 8-OH-DPAT nos nucleos MnR ou DRN também aumentou a
ingestdo de alimentos em ratos saciados (BENDOTTI E SAMANIN
1986; FLETCHER, 1991). J& em animais privados de alimento, a
ativacdo de receptores 5-HT1A por via sistémica produziu efeito
contrario, isto €, diminuiu a ingestdo de alimento no porco
(EBENEZERet al.,, 2001) e no rato (VOIGHTet al., 2000).
Adicionalmente, a lesdo com a toxina 5,7-DHT aumentou o consumo de
alimentos em ratos (Bendotti e Samanin, 1986), mas ndo alterou a
ingestdo de alimento em pombos. Estes dados demonstram que em aves,
a atividade dos receptores 5-HT1A parece ndo ser tdo suscetivel as
variagdes do tobnus serotonérgico dependente do estado nutricional do
animal e sugerem que esta caracteristica dos receptores 5-HT1A parece
ter sofrido diferentes arranjos ao longo da evolucdo dos vertebrados.

Em mamiferos, nicleos da regido medial do hipotdlamo, DMN,
VMN, LHy e Arqueado sdo classicamente conhecidos por participarem
do controle da ingestéo de alimentos (para revisao ver WILLIAMSet al.,
2000; HILLEBRANDet al., 2002; LEIBOWITS E WORTLEY, 2004;
KING, 2006). A analise da atividade Fos nos animais tratados com 8-
OH-DPAT que tiveram acesso a agua apos a injecao revelou um padréo
de expressdo Fos que indicou que estes distritos hipotalamicos também
parecerem ser importantes para a modulacdo serotonérgica da ingestdo
de alimentos em aves. A injecdo de 8-OH-DPAT provocou, além do
aumento da ingestdo de agua, intensa resposta hiperfagica logo nos
primeiros minutos apds a injecdo. Nestes animais observamos intensa
atividade Fos nos nicleos DMN, LHy e INF, e moderado aumento da
atividade Fos no ndcleo VMN. A injecdo de 5-HT causou aumento do
namero de nicleos Fos+ no VMN e diminuicdo da atividade dos nucleos
DMN e LHy.

Aumento na atividade Fos nos nucleos DMN e LHy ocasionado
pela ingestdo de alimento também foi observado em ratos (ANGELES-
CASTELLANOet al., 2004). Em mamiferos, os nlcleos DMN e,
principalmente o LHy, s@o conhecidos por seus efeitos estimulatérios
sobre a ingestdo de alimento (JOHNSTONEzet al., 2006). O nucleo LHy
ja foi conhecido como o centro da fome, contém peptideos orexigénicos
e sua lesdo leva a anorexia (para revisdo ver BERNARDIS E
BELLINGER, 1996). O nucleo DMN também contém neurbnios que
expressdo peptideos orexigénicos e a lesdo desta estrutura elimina
conjuntos de atividade motora relacionadas especialmente a ingestéo de
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alimento (GOOLEYet al., 2006). Além disso, tanto o LHy e 0 DMN
parecem funcionar como importantes centros integrativos de
processamento e transmissdo de informagdes metabdlicas e circadianas
que orquestram o0 comportamento  alimentar (ANGELES-
CASTELLANO et al., 2004).

O tratamento com 8-OH-DPAT também aumentou a expressao
da proteina Fos no nudcleo INF. O nicleo Arqueado (Arc) em mamiferos
também faz parte dos circuitos que controlam a ingestdo de alimento e
peso corporal (para revisao ver ELMQUISTet al., 1999). O ndcleo Arc
de mamiferos parece ser quimicamente comparavel ao nicleo INF de
aves. O nlcleo Arc contém neurdnios que expressam tanto o
neuropeptideo Y (NPY), que aumenta a ingestdo de alimentos e
neurdnios produtores do neurotransmissor Proopiomelanocortina
(POMC), que inibe a ingestdo (ROSEBERRYet al., 2004). No nucleo
INF de aves, neur6nios imunorreativos ao NPY ja foram observados na
codorna (BOSWELLet al., 2002), e na rolinha (DEN BOER-VISSER E
DUBBELDAM, 2002) e neurbnios que expressaio POMC ja foram
vistos na galinha (GERETSet al., 2000) e na codorna (PHILLIPS-
SINGH et al., 2003). Ja foi demonstrado que 0s circuitos serotonérgicos
parecem regular a ingestdo de alimento através destes dois circuitos
(HEISLERet  al., 2006).  Experimentos  imunoistoquimicos
demonstraram a presenca de receptores 5-HT1A nestas duas populacdes
neuronais em ratos (COLLINet al., 2002), além disso, a injecdo de 8-
OH-DPAT aplicada diretamente no Arc diminuiu a ingestdo de alimento
em ratos adaptados a comer ragdo enriquecida com sacarose 10%
(STEFFENSet al., 2008), demonstrando a participacdo de
heterorreceptores 5-HT1A locais no controle serotonérgico da ingestéo
de alimento em mamiferos. Em pombos, nossos resultados
demonstraram moderada presenca de receptores 5-HT1A principalmente
na parte caudal no ndcleo INF. Ndo pudemos identificar, entretanto, a
caracteristica neuroquimica dos neurdnios que expressam estes
receptores, mas a analise da atividade Fos nesta regido apds a intensa
ingestdo de alimento provocada pelo 8-OH-DPAT, mostra que o INF
também parece participar do controle da ingestéo de alimento em aves.

Em resumo, a injecdo de 8-OH-DPAT aumentou a ingestdo de
alimento e a atividade neuronal em regides conhecidas pelo seu papel
estimulatorio da ingestdo de alimentos. Como a ativacdo do receptor 5-
HT1A é conhecida por produzir hiperpolarizagdo neuronal (para revisdo
ver NICOLLet al., 1990; AGHAJANIAN, 1995), é provavel que o
aumento do numero de neurbnios Fos+ nestas regibes se deva ao
bloqueio de informages serotonérgicas que estavam inibindo neurbnios
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gue quando ativos estimulam a ingestdo de alimento. Desta forma, com
a liberacdo da inibicdo (desinibicdo), estes neurbnios podem ter sido os
responsaveis pelo aumento da ingestdo que vimos apos a injecdo de 8-
OH-DPAT.

O aumento na atividade Fos no nucleo VMN que observamos
apos a injecdo de 5-HT pode estar relacionado com processo de
saciedade, que mantém baixa a probabilidade de ingestdo de grande
quantidade de alimento em um animal livremente alimentado, e o efeito
do 8-OH-DPAT sobre a atividade do VMN pode estar relacionado com
0 processo de saciacdo, que leva ao término de um episodio ingestivo
apos intensa ingestdo de alimento. Aumento na expressdo da proteina
Fos no nucleo VMN também foi observado em ratos devido ao aumento
da concentracdo de 5-HT hipotalamica apds o tratamento conjunto com
0 inibidor seletivo da recaptacdo de 5-HT, citalopran, e com o
WAY100635 (JONGSMAet al., 2002). Além disso, a inje¢cdo de 5-HT
diretamente no VMN de ratos diminuiu a ingestdo de alimento,
demonstrando que este ndcleo pode estar envolvido no efeito inibitério
da 5-HT (LEIBOWITZet al., 1990). Em aves, estudos com lesdo
também demonstraram que o VMN parece ser uma area relacionada
com a saciedade. A lesdo desta estrutura no pardal (Zonotrichia
albicollis) (KUENZEL, 1974), em galinhas poedeiras (JACCOBYet al.,
1994) aumentou a ingestdo de alimento e as aves, principalmente as
galinhas, acabaram desenvolvendo obesidade.

Nossos dados demonstram que os nicleos da regido medial do
hipotdlamo, DMN, VMN, LHy e INF, parecem ser regifes cerebrais
importantes para o controle serotonérgico da ingestdo de alimentos em
pombos. Nossos resultados com a proteina Fos reforcam a literatura que
sugere que estas regides hipotalamicas parecem desempenhar fungdes
fisiol6gicas comparaveis entre aves e mamiferos.

Assim como a 5-HT, o 8-OH-DPAT provocou intensa ingestdo
de 4gua caracterizada por alteracfes comportamentais que fizeram o
animal beber mais cedo e por mais tempo. O pré-tratamento com o
WA, bloqueou o efeito do 8-OH-DPAT e da dose de 50 nmol de 5-HT,
mas nao afetou o intenso efeito dipsogénico provocado pela dose de 150
nmol de 5-HT. O MM77 reduziu o efeito da dose de 150 nmol pela
metade, mas ndo afetou o efeito do 8-OH-DPAT. Estes dados sugerem
que a 5-HT e o 8-OH-DPAT parecem afetar a ingestdo de agua por
mecanismos diferentes: o efeito do 8-OH-DPAT através da ativagdo dos
autorreceptores e o efeito da 5-HT parece ser devido a acdo conjunta
entre auto e heterorreceptores.
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Nossa outra tentativa de especificar os efeitos da 5-HT e o 8-
OH-DPAT aos auto ou heterorreceptores, entretanto, apontou somente a
participacdo dos heterorreceptores. A injecdo da 5,7-DHT produziu
diminuicdo da densidade de neur6nios imunorreativos a enzima TPH e
diminuiu drasticamente a liberacéo de 5-HT no hipotalamo. No entanto,
ndo alterou o comportamento de beber per se e nem afetou o efeito
dipsogénico dos tratamentos. Dados de autorradiografia para o receptor
5-HT1A apds lesdo com a 5,7-DHT em ratos, demonstraram que apesar
de grande perda dos neurfnios serotonérgicos, ainda restaram cerca de
40% dos receptores 5-HT1A (VERGE et al., 1986). Ndo temos
evidéncias sobre a densidade de receptores 5-HT1A apds lesdo com a
5,7-DHT no pombo, mas ap0s a lesdo ainda é possivel detectar a
presenca de neurdnios TPH+ em todos os nlcleos serotonérgicos.
Portanto, ndo podemos excluir a possibilidade destes neur6nios
conterem receptores 5-HT1A, e estes receptores ainda serem
responsaveis, a0 menos em parte, pelos efeitos que observamos com os
tratamentos. Esta possibilidade ja tinha sido aventada para explicar a
falta de efeito da lesdo sobre a resposta hiperfagica provocada pelo 8-
OH-DPAT. Além disso, em camundongos com alteragdo funcional dos
circuitos produtores de 5-HT (animais knockout para Tph2, Tph2-/-,
com prejuizo na sintese; e knockout para o transportador de 5-HT,
SERT-/-, prejuizo na recaptacdo) foi vista diminuicdo da sensibilidade
dos receptores 5-HT1A, mas ndo foi observada alteracdo na capacidade
de autoinibicdo destes receptores (ARARAGIet al., 2013).

A técnica imunoistoquimica de dupla marcagdo que utilizamos
para descrever a atividade de neurdnios serotonérgicos (neurbnios
TPH+Fos+), ndo nos permitiu comprovar o principio essencial da nossa
hipotese: a diminuicdo da atividade serotonérgica mediada pela injecdo
ICV de 5-HT ou de 8-OH-DPAT. O numero de células duplamente
marcadas foi muito baixo em todos os nucleos serotonérgicos avaliados.
Nas regiGes em que observamos efeito significante do 8-OH-DPAT
sobre a atividade de neurbnios serotonérgicos, observamos
aproximadamente entre 3 a 7 células Fos+TPH+ nos animais tratados,
contra nenhuma célula duplamente marcada nos animais controles. O
uso dos genes de resposta imediata, dentre eles o produto do gene c-Fos,
a proteina Fos, para a andlise de fungbes neuroenddcrinas, € uma
ferramenta amplamente utilizada para verificar efeitos de diferentes
estimulos sobre a atividade celular de diversos sistemas cerebrais (para
revisdio HOFFMANet al., 1993; e também, HOFFMAN E LIU, 2002).
A expressdo da proteina Fos é muito alta ap6s estimulos agudos, como
por exemplo, um estimulo osmético (D’HONDTet al., 1999) ou uma
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crise epiléptica induzida (MORGANEet al., 1987), mas é muito baixa ou
inexistente em animais controles ou em neurdnios tonicamente ativados
(HERRERA E ROBERTSON, 1996). Este pode ser um dos motivos
pelos quais a atividade em neurdnios serotonérgicos é praticamente
inexistente nos Nossos animais controles e muito baixa (mas ainda assim
significativamente mais elevada) em animais tratados com o 8-OH-
DPAT. Assim, ndo conseguimos confirmar a nossa hip6tese principal,
de que era a diminuigdo da atividade serotonérgica que desencadeava
todas as respostas causadas pela injecdo ICV da 5-HT e do 8-OH-
DPAT. Entretanto, os achados farmacolégicos que encontramos ainda
apontam para a diminuicdo da atividade serotonérgica como causa dos
efeitos dos tratamentos que encontramos. Testes em andamento no
nosso laboratdrio demonstraram aumento na expressao da proteina Fos
em neurdnios serotonérgicos apds injecdo de salina isotdnica (NaCl
0,9% em agua destilada) no interior da cavidade celomatica de pombos,
demonstrando que em uma situacdo de estresse o nivel de atividade
serotonérgica esta mais elevada (DOS SANTOS et al., em preparacao).
Isto nos mostra que talvez 0 melhor caminho para testar nossa hipotese
novamente seria realizar os experimentos quando o nivel de atividade
basal dos neurfnios serotonérgicos estiver elevado, como no periodo
pos-prandial, por exemplo.

As contagens de nucleos Fos+, entretanto, revelaram um padrao
de ativacdo celular bastante interessante e que parece depender da
ingestdo de agua ap0s o0s tratamentos, tanto no tronco encefalico como
nas regides hipotalamicas e prosencefalicas.

Nas regides serotonérgicas, observamos aumento na atividade
Fos no nicleo R e no nicleo LC somente em animais tratados com 8-
OH-DPAT que beberam ap6s a inje¢do. J& nos nucleos Anl e ZpFLM,
observamos intenso aumento da expressdo da proteina Fos nos animais
tratados com 8-OH-DPAT, mas que foram impedidos de beber. Estes
dados revelam que a ativacao de receptores 5-HT1A provoca padrdes de
atividade celular especificos a cada nicleo (ou regido) serotonérgico e,
aparentemente, estes diferentes padrdes de atividade parecem refletir
diferentes estados homeostaticos. Por exemplo, o aumento de atividade
de nlcleos Fos+ na regido dos nlcleos Anl e ZpFLM pertencem a
neurdnios ndo serotonérgicos ativados pela injecdo de 8-OH-DPAT.
Nestes nulcleos, a ingestdo de agua diminui a atividade Fos gerada pelo
8-OH-DPAT praticamente a niveis basais. Os animais que ficaram sem
acesso a Aagua ap6s o tratamento apresentaram aumento no
comportamento exploratério especificamente na regido onde ficava o
bebedouro. Este aumento na atividade Fos em neurbnios néo
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serotonérgicos pode representar a atividade de circuitos envolvidos com
0 desencadeamento de comportamentos motivacionais direcionados a
busca pela agua. O aumento na atividade Fos nos nucleos Anl e ZpFLM,
parecem ser devido a ativagdo especialmente de receptores 5-HT1A,
pois um trabalho que publicamos recentemente demonstrou que a
injecdo ICV de 150 nmol de 5-HT néo provocou alteragdes na expressao
da proteina Fos nem em neurdnios serotonérgicos nem em outros tipos
de neurdnios presentes nestas areas (DOS SANTOS et al., 2011). Ja nos
nucleos R e LC, a expressdo da proteina Fos foi aumentada pela intensa
ingestdo de 4gua, uma vez que 0s animais que receberam a inje¢do de 8-
OH-DPAT, mas que ndo beberam ap6s o tratamento, o nivel de
atividade Fos foi similar ao observado nos animais tratados com veiculo.

Em resumo, estes resultados apontam a existéncia de
populacdes neuronais heterogéneas localizadas entre as regifes
serotonérgicas do tronco encefalico do pombo. Nucleos da regido da rafe
ventromedial aparentemente estdo relacionados com circuitos que
estimulam a ingestdo hidrica, enquanto nicleos da regido dorsomedial
parecem estar envolvidos com a mediacdo de sinais fisioldgicos
desencadeados por um possivel desequilibrio na homeostase dos fluidos
corporais que é reestabelecido ap6s a ingestdo de agua.

Somente 0s animais tratados com 8-OH-DPAT com &gua
disponivel ap6s o tratamento apresentaram aumento na ingestdo de
alimento. Os diferentes padrdes de atividade Fos que observamos entre
0s nucleos serotonérgicos podem, portanto, também estar relacionado a
ingestdo de alimento. Experimentos do nosso laboratério que avaliaram
a expressao da proteina Fos em neurdnios imunorreativos a enzima
tirosina hidroxilase (que marca neurdnios catecolaminérgicos) em cortes
do tronco encefalico de pombos, apontaram que o aumento na ingestao
de alimentos, provocado por uma dieta palatavel, aumentou o nimero de
células duplamente marcadas (SULZBACHEet al., em preparacdo). Além
disso, nés j& haviamos demonstrado aumento na ingestdo de alimento
em pombos ap6s o tratamento com noradrenalina (STEFFENSet al.,
1997). Portanto, o aumento de nlcleos Fos+ naquelas regifes onde
observamos aumento de atividade ap6s a ingestao de agua, também pode
estar relacionado ao efeito hiperfagico do 8-OH-DPAT.

Em resumo, nossos dados sugerem que neurbnios ndo
serotonérgicos do tronco encefalico de pombos podem estar envolvidos
com a intensa ingestdo de alimento causada pelo 8-OH-DPAT em
pombos com livre acesso a &gua apds a injecdo. Esta ingestdo de
alimento parece estar diretamente envolvida com a ingestdo de agua,
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uma vez que somente os animais que com livre acesso a gua, ingeriam
apos os tratamentos.

Cabe lembrar que os animais tratados com 8-OH-DPAT
apresentaram aumento na duracdo do sono independente se beberam ou
ndo apds a injecdo. Desta forma, as alteragdes provocadas pelo 8-OH-
DPAT na densidade de nulcleos Fos+ das regides dos ndcleos
serotonérgicos, aparentemente, ndo tem relagdo com o sono apresentado
pelos nossos animais. Aparentemente, os efeitos da 5-HT sobre a
atividade de neur6nios serotonérgicos e ndo serotonérgicos do tronco
encefalico de pombos possivelmente relacionados com o controle dos
estados de sono e vigilia, parecem ser dependentes da ativacdo de outros
tipos de receptores. Apoés a inje¢do ICV de 5-HT em pombos livremente
alimentados, nds observamos que a duracdo de sono foi negativamente
correlacionada com a atividade de neurdnios serotonérgicos do nucleo
A8 e positivamente correlacionado com a atividade de neurbnios néo
serotonérgicos do nucleo R (DOS SANTOS et al., 2011). Estes
resultados mostram que as diferentes respostas observadas nos animais
tratados com 5-HT, aumento na ingestdo de &gua e na duracdo do sono,
apesar de ser bastante similar aos efeitos causados pelo 8-OH-DPAT,
dependem também de outros subtipos de receptores serotonérgicos.

A andlise do padrdo de atividade Fos observado nos animais
que receberam a injecdo de 5-HT e que foram privados de agua apds a
injecdo, mostra que o aumento da 5-HT intraventricular (pela injecdo
ICV) desencadeia uma resposta de ativagdo celular nos circuitos
hipotalamicos relacionados a ingestdo de agua e controle dos fluidos
corporais na tentativa de manter a homeostase corporal. A injecdo de 5-
HT aumentou a atividade celular nos nlcleos SFO e POM, que séo duas
das estruturas que compdem a regido da lamina terminal em mamiferos,
nas regides magno e parvo celular do PVN, que contém neurénios que
expressam o0 hormonio antidiurético vasopressina, e também nos nucleos
SL e BNSTI, regiGes envolvidas com o controle da ingestdo de agua em
mamiferos.

O o6rgdo subfornical (em aves, alguns autores sugerem o nome
de Orgdo Sub-septal, como mais apropriado, pois aves ndo possuem
férnix. Mantivemos SFO por se tratar do nome mais usado em estudos
sobre o controle do equilibrio osmoético tanto em mamiferos como em
aves), € uma estrutura chave no controle do equilibrio osmético em
vertebrados e é uma das principais estruturas sensiveis a alteracdes
osméticas no fluido cérebro espinhal em mamiferos (SMITH E DAY,
1995). Junto com o SFO, o POM envia projecdes para os nucleos PVN e
Supra-6ptico e estimula a liberacdo de vasopressina em mamiferos
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(MCKINLEYet al., 1992; para revisdo ver MCKINLEYet al., 2004). No
pombo, experimentos em andamento em nosso laboratério vém
demonstrando que os ndcleos SFO, POM e PVN também parecem
contribuir para o controle dos fluidos corporais em aves. Pombos que
receberam uma injecdo de salina hipertdnica (NaCl 3% em &gua
destilada) intra cavidade celomatica e que foram privados de agua apdés a
injecdo, apresentaram alta densidade de nlcleos Fos+ nas trés regides
mencionadas anteriormente. A atividade Fos nestas &reas voltou a
valores basais apds a ingestdo de agua (DOS SANTOS et al.,, em
preparacdo). Na galinha, a injecdo de salina hipertbnica também
produziu intensa atividade no SFO e aumento na atividade Fos de
células produtoras de vasotocina (peptideo presente em vertebrados nao
mamiferos homélogo a vasopressina do mamifero) do PVN
(D’HONDTet al., 1999). Em ratos, desidratacdo cronica aumenta a
expressdo da proteina Fos em neurdnios vasopressinérgicos das regies
magno e parvocelular do ndcleo PVN (WOTUSet al., 2007). A ingestao
de agua causada em decorréncia da desidratacdo restabelece os indices
de atividade Fos a valores basais (WOTUSet al., 2007) e diminui a
liberagdo de vasopressina (STRICKER E HOFFMANN, 2005). Nos
pombos tratados com 5-HT nés observamos aumento na atividade Fos
nos nicleos SFO e POM, que cai apds a ingestdo de agua, e aumento nas
regides parvo e magnocelular do ndcleo PVN, que ndo foi afetado pela
ingestdo de agua.

A persisténcia da alta atividade dos neurénios do PVN mesmo
apos a ingestdo de agua em pombos pode envolver uma possivel
comunicacdo direta entre de neurdnios serotonérgicos e o PVN. Em
ratos, foi demonstrado que a 5-HT aumenta a excitabilidade de
neurdnios magnocelulares do PVN (HOet al., 2007) e que a sertralina,
um inibidor seletivo da recaptacdo de 5-HT estimula a liberacdo de
vasopressina e ocitocina, que esta envolvida com o controle dos niveis
corporais de s6dio (MAGALHAES-NUNES et al., 2007). Estudos em
ratos demonstraram que a liberacdo da vasopressina induzida pela 5-HT
é primariamente mediada pelos receptores 5-HT2C, 5-HT4 e 5-HT7; ja
o efeito estimulante sobre a liberacdo de ocitocina é promovido pelos
receptores 5-HT1A, 5-HT2C e 5-HT4 (JORGENSENet al., 2003).
Nossos resultados ap6s a injecdo de 8-OH-DPAT mostram que pelo
menos para a regido parvocelular do PVN, o receptor 5-HT1A parece
estar envolvido com o efeito da 5-HT. Pois ap6s a inje¢do do 8-OH-
DPAT, o aumento na expressdo da proteina Fos ndo foi afetado pela
ingestdo de agua, assim como o0 que ocorreu apos a injecdo de 5-HT. Ja
para a regido magnocelular, outros receptores podem estar envolvidos, ja
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gue aumento na atividade Fos foi observado somente nos animais que
tiveram acesso a agua. Portanto, é possivel que mesmo ap6s a ingestdo
de &gua, neurdnios serotonérgicos continuem estimulando o PVN,
mesmo apds os sinais que vinham do SFO e POM terem diminuido (o
que foi representado pela queda dos niveis Fos apds a ingestdo de agua).
Em um cenério fisiologico, é possivel que os circuitos serotonérgicos
(que também estdo envolvidos com mecanismos de defesa) ao inibirem
a ingestao de agua na presenca de um predador, por exemplo, estimule a
atividade de regiGes hipotalamicas envolvidas justamente com a
manutencdo dos fluidos corporais, 0 que torna possivel ao animal
esperar a ameaca ir embora ou entdo se dirigir a outro sitio para aliviar a
sua sede.

O PVO parece ser outra regido importante para o controle da
ingestdo de agua em pombos. O PVO é uma estrutura da regido posterior
do hipotadlamo de vertebrados ndo-mamiferos que contém neurénios
bipolares que estdo em contato direto com o espago ventricular e s&o
altamente sensiveis a composicdo do fluido cérebro espinhal (GEORGE
E MESSL, 1987). Recentemente, nosso laboratério demonstrou a
presenca de neurdnios serotonérgicos nesta estrutura (MENEGUELL let
al., 2009), e nossos resultados autorradiograficos demonstraram que o
PVO apresenta alto nimero de receptores 5-HT1A. Nos animais tratados
com 5-HT sem acesso a agua, observamos aumento da atividade Fos no
PVO. A ingestdo de agua restaura o nivel de atividade Fos a niveis
controles. O resultado da injecdo de 8-OH-DPAT sugere que os efeitos
da 5-HT sobre a atividade do PVO seja por outros receptores que ndo o
5-HT1A. A densidade de nicleos Fos+ no PVO foi aumentada somente
naqueles animais que beberam ap6s a injecdo. Aparentemente, €
possivel que neurdnios serotonérgicos do PVO contribuam para a
inibicdo da ingestéo de 4gua, uma vez que nos animais tratados com 5-
HT e que tinham agua disponivel, a atividade Fos no PVO ¢é tao baixa
quanto nos animais controles. Isso parece ser verdade, pois nos animais
tratados com 8-OH-DPAT que beberam apds a inje¢do o nivel de
atividade esta muito alto. A grande presenca de receptores 5-HT1A
aliado a presenga de neuronios serotonérgicos no PVO
(MENEGHELLIet al., 2009), € possivel que estes receptores 5-HT1A
sejam autorreceptores, o que levaria a inibicdo dos neurdnios
serotonérgicos. Logo, a intensa atividade Fos que observamos apos a
ingestdo de agua no animal tratado com 8-OH-DPAT, parece refletir a
atividade de outros neurbnios que podem estar envolvidos com a
estimulacdo da ingestdo de agua.
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A injecdo de 5-HT também aumentou a atividade Fos na regido
dos nucleos SL e BNSTI independente se 0s animais beberam ou nao
apos a injecdo. Em ratos, a area septal esta envolvida com o controle da
ingestdo hidrica e, aparentemente, diferentes nlcleos dentro desta regido
parecem possuir diferentes papéis: lesdo do nucleo SL aumenta a
ingestdo de adgua produzida pela injecdo de angiotensina Il (SAADet al.,
1998), ja lesdo do SM produz o efeito contréario, diminui a ingestéo
(COLOMBARIet al., 1994). Em ratos, a injecdo bilateral de 8-OH-
DPAT no SL produziu efeitos diferentes dependendo da concentragdo de
sodio extracelular: em animais normais, o 8-OH-DPAT diminuiu a
ingestdo de agua, ja em animais pré-tratados com a veratridina, um
modulador dos canais de sddio que aumenta a concentracdo de sddio
extracelular, o 8-OH-DPAT aumentou a ingestdo de agua (DE
ARRUDA CAMARGO et al., 2010). Em pombos, foi observada intensa
presenca de receptores 5-HT1A nesta regido (HEROLDet al., 2011), e
nossos dados indicaram que tanto a 5-HT como o 8-OH-DPAT
aumentaram a atividade do SL, independente se os animais beberam ou
ndo apds as injecdes. A Unica diferenca entre os animais tratados com 5-
HT e os tratados com 8-OH-DPAT é que ap6s a ingestdo de agua, 0
nivel de atividade Fos nos animais tratados com 5-HT diminui e nos
animais tratados com 8-OH-DPAT aumenta em rela¢do aos animais que
ndo tiveram acesso & &gua. Nao observamos marcacdo Fos no nucleo
SM, o que sugere, que assim como em mamiferos, diferentes regies da
area septal de pombos possuem diferentes papéis no que diz respeito ao
controle da ingestdo de agua. Isto parece ser verdade para outras
espécies de aves também. D’Hondt e colaboradores injeteram salina
hiperténica intra cavidade celomatica de galinhas e observaram inteso
aumento da expressdo Fos no nucleo SL, mas ndo detectaram atividade
Fos no SM (D’HONDTet al., 1999).

Na regido lateral do nicleo BNST observamos intenso aumento
na atividade Fos tanto nos animais tratados com 5-HT como naqueles
tratados com 8-OH-DPAT. A ingestdo de agua reduz parcialmente o
efeito da 5-HT e quase que totalmente o efeito do 8-OH-DPAT. O
nicleo BNST parece fazer parte do sistema que controla o balango
hidroeletrolitico tanto em mamiferos como em aves. Em mamiferos, foi
verificado que esta regido possui conexfes com o SFO e com o 6rgdo
vasculoso da lamina terminal (FRY E FERGUSON, 2007) e apresenta
intensa atividade Fos apés injecdo ICV de angiotensina Il (XU E
HERBERT, 1994). Em pombos, evidéncias do nosso laboratorio
demonstraram que os neurénios do BNST envolvidos com o controle da
ingestdo de agua estdo sob influéncia inibitdria ténica exercida por
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circuitos glutamatérgicos, uma vez que a injecdo local de MK-801, um
antagonista de receptor NMDA, em pombos livremente alimentados,
ocasionou elevacdo do consumo de agua, aumentou a duracdo e a
frequéncia do beber, e diminuiu a laténcia para iniciar ingestdo (DA
SILVA, 2010). Nossos resultados indicam que os receptores 5-HT1A
parecem mediar o controle exercido pela 5-HT sobre circuitos
envolvidos com o controle da ingestdo de agua localizados no BNSTI.

Em resumo, nossos resultados demonstraram que a injecdo de
5-HT e de 8-OH-DPAT desencadearam intensas alteraces na atividade
de células localizadas em regides periventriculares, circunventriculares e
em regides que contém neurdnios magnocelulares. Em algumas destas
regides, as alteracdes provocadas pela 5-HT parecem ser mediadas pela
ativacdo de receptores 5-HT1A, mas em outras, a 5-HT provoca padrdes
de atividade Fos completamente diferente do observado apds a injecéo
do 8-OH-DPAT, indicando que o efeito da 5-HT sobre o controle da
ingestdo de agua depende tambeém da ativacdo de outros receptores.

A 5-HT alterou drasticamente o comportamento de sono:
animal tratado com 5-HT dormiu mais cedo, por mais tempo e de forma
mais frequente que o animal controle. O efeito da 5-HT foi afetado pelo
pré-tratamento com o WAY: a dose de 0,1 nmol bloqueou o efeito da
dose de 50 nmol de 5-HT e, ao contrério, a dose de 1 nmol de WAY
potencializou o efeito hipnogénico da dose de 150 nmol de 5-HT. O
WAY também aumentou o sono quando injetado antes do veiculo da 5-
HT. Com o MM77 os efeitos foram inconsistentes: a maior dose nédo
afetou o efeito da 5-HT nem alterou o sono per se; ja a menor dose,
além de ter bloqueado o efeito da 5-HT, também aumentou o sono
quando injetado previamente ao veiculo. Assim como a 5-HT, o 8-OH-
DPAT provocou intensa resposta hipnogénica. O efeito do 8-OH-DPAT
foi parcialmente bloqueado pelas doses mais baixas de WAY e
totalmente blogueado pela Unica dose de MM77 testada. A lesdo dos
neurdnios serotonérgicos ndo afetou os efeitos causados pela 5-HT ou
pelo 8-OH-DPAT sobre o sono, mas os animais que foram injetados
com a 5,7-DHT apresentaram nivel de sono basal maior que 0s animais
falsamente operados.

O aumento na duragdo do sono provocado pelos antagonistas
WAY e MM77 pode ter sido causado pelo blogueio da atividade
serotonérgica em regides prosencefalicas responsaveis pelo controle do
sono. As principais estruturas relacionadas ao controle do sono em
mamiferos estdo situadas na area pré-optica hipotalamica (para revisdo
ver SZYMUSIAK et la.,, 2007), que em mamiferos € inervada por
terminais serotonérgicos provenientes do nicleo MnR (VERTESet al.,
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1999), e contém um tipo de célula que é ativado principalmente durante
0 sono (SZYMUSIAKet al., 1998; SUNTSOVAEet al., 2002). Apds o
tratamento tanto com 5-HT como com 8-OH-DPAT, n6s observamos
aumento na duracdo do sono e aumento da expressao da proteina Fos no
nucleo POA. Este aumento de atividade parece estar relacionado
especificamente ao sono, uma vez tanto os animais que beberam quanto
aqueles que nao beberam ap6s os tratamentos, apresentaram intensa
atividade nesta regido.

Outra evidéncia que reforca a possibilidade dos antagonistas
terem bloqueado a atividade SErotonérgica no POA, é que neste nicleo
observamos grande presenca de receptores 5-HT1A. Somando se a isso,
resultados de experimentos hodoldgicos que realizamos em parceria
com o Laboratério de Biopsicologia da Universidade do Ruhr (Bochum,
Alemanha) sob a supervisdo do professor Dr. Onur Gunturkdn,
mostraram que a regido pré-Optica do hipotadlamo de pombos recebe
moderada densidade de proje¢des serotonérgicas (DOS SANTOS et al.,
em preparacdo). Estes resultados sugerem que o bloqueio de receptores
5-HT1A localizados no nucleo POA parece inibir a informagédo
serotonérgica proveniente dos nicleos da rafe, e indicam que a regido
pré-ptica do hipotadlamo parece ser uma estrutura importante para o
controle dos estados de alerta em aves.

N&o podemos deixar de lembrar, entretanto, que 0 WAY que ¢
reconhecido como um antagonista silencioso de receptores 5-HT1A
(FORSTEREet al., 1995), quando administrado em altas doses pode atuar
como agonista parcial destes receptores e provocar a diminui¢do da
atividade dos neurdnios serotonérgicos (CRAVENet al., 1994). Um
estudo sobre os efeitos do MM77 sobre a ingestdo de alimentos, tanto
em ratos privados como em ratos saciados, demonstrou que o efeito do
MM77 sobre a ingestéo é similar ao efeito do 8-OH-DPAT: diminui a
ingestdo em animais privados e aumenta em animais saciados (Arkle e
Ebenezer, 2004). Estes dados sugerem que o efeito hipnogénico dos
antagonistas também pode ter sido mediado pela atuacdo dos mesmos
como agonistas parciais dos autorreceptores 5-HT1A.

Devemos salientar também que outros sistemas de
neurotransmissores podem estar envolvidos nos efeitos sobre o sono
provocado pelos antagonistas. Tanto o WAY como o MM77 podem
bloquear receptores adrenenérgicos al (ARKLEet al., 2005). A inibicdo
destes receptores pelo antagonista prazosina reduziu a atividade de
neurdnios serotonérgicos do nucleo DRN (HJORTHet al., 1995) e
prolongou o sono de ondas lentas em ratos (KLEINLOGEL, 1989) e
aumentou o0 numero de episddios de sono paradoxal em gatos
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(HILAKIVI E LEPPAVUORI, 1984) e em macacos (LEINONEN E
STENBERG, 1986). Experimentos em andamento no nosso laboratdrio
(DOS SANTOS et al., em preparacdo) apontaram que a prazosina
também foi capaz de afetar o sono provocado pela 5-HT. Estes dados
sugerem que os efeitos hipnogénicos da 5-HT, do WAY e do MM77
podem envolver a participacdo de outros receptores além dos
serotonérgicos 5-HT1A.

Os resultados obtidos com a lesdo dos neurdnios serotonérgicos
e o efeito bloqueador do MM77 sobre a resposta hipnogénica da 5-HT e
do 8-OH-DPAT, sugerem que o efeito destes agentes sobre o sono se
deve a ativacdo de heterorreceptores 5-HT1A. A Unica forma de explicar
estes resultados seria imaginar que estes receptores pos-sinapticos
também modulam negativamente a atividade serotonérgica. Esta
possibilidade da existéncia de uma alca de retroalimentacdo longa
envolvendo os heterorreceptores 5-HT1A foi aventada pela primeira vez
em estudos que mostraram que os efeitos inibitérios do tratamento
sisttmico com 8-OH-DPAT sobre a atividade serotonérgica foram
abolidos pela lesdo do cortex pré-frontal em ratos (CEClet al., 1994;
HAJOS et al., 1999; para revisdo ver SHARPet al., 2007). Além disso, a
inibicdo da atividade de neurdnios serotonérgicos provocada pela
injecdo sistémica de 8-OH-DPAT ndo foi afetada pelo blogueio dos
autorreceptores 5-HT1A ap6s injecdo de WAY diretamente no DRN
(MARTIN-RUIZ E UGEDO, 2001).

Diferentemente dos resultados que encontramos nos pombos
submetidos a lesdo dos neurdnios serotonérgicos com a 5,7-DHT, isto é,
a manutencdo do efeito hipnogénico da 5-HT e do 8-OH-DPAT, o
tratamento sisttmico com trés diferentes agonistas parciais dos
receptores 5-HT1A (ipsapirona, buspirona e gepirona), em ratos
submetidos ao mesmo tipo de lesdo, provocou aumento da vigilia e
diminuicdo da duracdo do sono de ondas lentas e do sono paradoxal
(MONTIet al., 1990). Estes dados sugerem que 0s heterorreceptores 5-
HT1A parecem contribuir para a modulacio exercida pelos circuitos
serotonérgicos sobre estados de vigilia em aves, mas aparentemente, nao
compartilham as mesmas fungdes dos receptores 5-HT1A que
participam do controle do sono em mamiferos.

A Unica alteracdo comportamental que observamos nos animais
submetidos a lesdo dos neurbnios serotonérgicos com a 5,7-DHT
estavam relacionadas ao controle do ciclo sono/vigilia. Comparados aos
animais falsamente operados, os animais tratados com a 5,7-DHT
apresentaram aumento na dura¢do do sono. Tal efeito hipnogénico da
5,7-DHT pode ser explicado pela diminuigéo das informacgdes inibitorias
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carreadas por aferentes serotonérgicos a distritos hipotalamicos
relacionados com a geracdo do sono. A injecdo de 5,7-DHT diminuiu o
contelldo de 5-HT no hipotdlamo e no hipocampo e, pelo menos em
mamiferos, a quantidade de 5-HT nestas regides é menor durante 0 sono
e maior durante a vigilia (no hipotalamo, WILKINSONet al., 1991;
AUERBACHet al., 1989; OROSCOet al., 1995; no hipocampo,
RUETER, JACOB, 1996). Entretanto, apesar de provocar diminuicdo
dos niveis de 5-HT no hipocampo de ratos, a 5,7-DHT néo provocou
alteragBes significativas no comportamento de sono destes animais
(MONTIet al., 1995). Ainda em mamiferos, alguns trabalhos relatam
aumento (FRANKFURTet al., 1993) ou nenhuma alteracdo (MIQUELet
al.,, 1992; VANDE KARet al., 1998) na densidade dos receptores 5-
HT1A apds a lesdo com a 5,7-DHT. Portanto, é possivel que os efeitos
da lesdo dos neurdnios serotonérgicos provoque diferentes efeitos
plasticos entre os cérebros de aves e mamiferos que explique o contraste
nas respostas que encontramos.

Em resumo, a 5-HT e o 8-OH-DPAT provocaram intenso
resposta hipnogénica que parece ser modulada parcialmente por ambos
os receptores 5-HT1A. Os dados obtidos com os antagonistas e com a
lesdo dos neurdnios serotonérgicos mostrou ainda que 0s circuitos
serotonérgicos exercem um efeito inibitério ténico sobre o sono. Os
dados obtidos com a anlise da proteina Fos e com os tragadores (dados
em preparacdo) reforcam a possibilidade de assim como em mamiferos,
a area pré-optica hipotalamica, especialmente o nicleo POM, possa ser
um importante componente do papel dos circuitos serotonérgicos no
controle dos estados de alerta em aves.
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5. CONCLUSOES

Os receptores 5-HT1A parecem estar diretamente envolvidos
com a participagdo dos circuitos serotonérgicos na modulacdo do
comportamento ingestivo. Nossos dados ndo nos permitem discriminar
as alteragcbes comportamentais provocadas pela 5-HT aos auto ou
heterorreceptores, mas ao invés disso, mostram que a atuacao de ambos
0s receptores é necessaria para explicar os efeitos da 5-HT sobre a
ingestdo de alimento, de 4gua e do sono.

A lesdo dos neurdnios serotonérgicos ndo afetou os efeitos
ingestivos e comportamentais provocados pela 5-HT ou pela ativagédo
dos receptores 5-HT1A, sugerindo que o0s heterorreceptores
desempenham o papel mais importante no controle das respostas
provocadas pelos tratamentos. Os resultados demonstraram ainda que o
sono parece ser inibido tonicamente pelos circuitos serotonérgicos. A
falta de efeito da lesdo sobre a ingestdo de alimentos sugere que possa
haver uma adaptacdo da funcdo serotonérgica e dos receptores 5-HT1A
no animal lesado que mantém estes comportamentos funcionando
normalmente.

Os autorreceptores 5-HT1A estdo distribuidos difusamente pelo
tronco encefalico populando todas as regides onde se encontram
neurdnios serotonérgicos. No hipotdlamo, os receptores 5-HT1A
ocupam principalmente as regides circunventriculares, periventriculares
e do hipotalamo. Este padrdo de distribuicdo sugere que os receptores 5-
HT1A estdo situados em regides estratégicas para o controle das
respostas comportamentais organizadas pela 5-HT.

A ativacdo dos receptores 5-HT1A ndo provocou alteracdes
detectaveis no padrdo de atividade dos neurbnios serotonérgicos.
Entretanto, produziu modificagbes no padrdo de atividade celular de
neurdnios ndo serotonérgicos que parecem ser especificas a cada nucleo
e relacionadas com a ingestdo de agua.

O padréo de atividade celular provocado pela injecdo de 5-HT e
8-OH-DPAT em regides hipotalamicas demonstrou que os receptores 5-
HT1A estdo envolvidos com o papel dos circuitos serotonérgicos no
controle da ingestdo de alimento, de 4gua e sono em pombos. As
principais alteracbes observadas ap6s os tratamentos foram em
estruturas chave para a manutencdo dos fluidos corporais (as regides
periventricular, circunventricular e magnocelular), da ingestdo de
alimento (nucleos da regido medial do hipotalamo) e do sono (area pré-
Optica hipotalamica). Diferencas especificas a cada regido avaliada,
relacionadas ou ndo com a ingestdo de agua, mostraram que outros
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receptores serotonérgicos também podem estar envolvidos com o papel
dos circuitos serotonérgicos em orquestrar 0S comportamentos
ingestivos e respostas pos-prandiais em pombos.
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