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RESUMO



VUI

0 presente estudo teve como objetivo investigar o tipo de receptor colinérgico
central envolvido com a resposta lipolitica induzida pela injecdo intracerebroventricular
(i.c.v.) de carbacol em pombos. A participacdo de receptores colinérgicos muscarinicos,
sobre ativacdo da lipdlise induzida pelo carbacol, foi determinada por meio da injecédo i.e.v.
de escopolamina (2,7 e 5,4 nmol), antagonista de receptores muscarinicos, ou metil-
escopolamina, também antagonista de receptores muscarinicos mas que nao atravessa a
barreira hematoencefalica, 15 min antes da injecdo i.c.v. de carbacol ou salina (grupo
controle). A participacdo de receptores nicotinicos foi avaliada pela injecdo i.c.v. de
mecamilamina, antagonista de receptores nicotinicos, 15 min antes da injecdo i.c.v. de
carbacol ou salina. Em alguns animais foi realizada também a administracdo i.c.v. de
neostigmina. Ao final de todos os experimentos, as alteracGes na concentracdo plasmatica
dos &cidos graxos livres (AGL) e glicose no plasma foram acompanhadas durante 1 h em
intervalos de 15 min Os resultados mostraram que a escopolamina na dose menor (2,7
mnol) blogueou parcialmente o aumento dos AGL plasmatico apds administragdo de
carbacol, entretanto, a administracdo de escopolamina na dose maior (5,4 nmol) provocou
uma resposta lipolitica semelhante aquela obtida apds a injecdo i.c.v. de carbacol,
precedida pela injecdo i.c.v. de salina. A administracdo i.c.v. de escopolamina, em ambas
as doses, precedida pela injecdo i.c.v. de salina, mostrou que, na dose menor (2,7 imiol), a
escopolamina ndo provoca um aumento nos niveis dos AGL no plasma, porém, o grupo
que recebeu pré-tratamento de escopolamina na dose de 5,4 nmol, sofreu uma elevacdo dos
AGL plasmatico com inicio, intensidade e duracdo semelhante aquela observada apés
injecdo i.cv. de carbacol, precedida pela administracdo i.c.v. de salina. Esses dados,
sugerem que a administracdo central da escopolamina estimula a lipolise,
independentemente da administracdo i.c.v. de carbacol. O pré-tratamento com metil-

escopolamina (2,7 nmol) ndo alterou a resposta lipolitica induzida pelo carbacol, no



entanto, quando injetou-se por via i.c.v. metil-escopolamina, na dose maior (5,4 nmol),
antes da injecdo central de carbacol, houve um bloqueio na elevacdo dos AGL plasmatico
durante todo o periodo experimental. A administracdo central de metil-escopolamina, em
ambas as doses, precedida pela injecdo i.c.v. de salina, ndo provocou alteracdes nos niveis
dos AGL no plasma. Esses resultados sugerem que a elevacdo dos AGL no plasma
provocada pela injecdo i.c.v. de escopolamina deva ser consequéncia de uma provavel
passagem desse antagonista pela barreira hematoencefalica. Dessa forma, a escopolamina
poderia bloquear receptores muscarinicos localizados em 6rgédos-alvo, logo, impedindo sua
ligacdo com a acetilcolina liberada pelas fibras pds-ganglionares do parassimpatico, fato
que desencadearia um predominio da atividade simpatica. O pré-tratamento com ambas as
doses de mecamilamina ndo alterou essencialmente a resposta lipolitica induzida pelo
carbacol. Além disso, verificou-se que a pré-administracdo de mecamilamina, seguida pela
injecdo de salina, também ndo alterou a concentragdo dos AGL no plasma. O conjunto dos
resultados obtidos no presente trabalho sugere que, provavelmente, receptores colinérgicos
do tipo muscarinico estejam envolvidos com a ativacdo da lipolise apds administracdo

central de carbacol.

A neostigmina, administrada por via i.c.v., provocou uma resposta hiperglicémica
sem alterar a concentracdo plasmatica dos AGL. Esses dados sugerem a possibilidade do
carbacol, em pombos, atuar preferencialmente em receptores muscarinicos e o efeito da
neostigmina ser mediado preferencialmente pela interagdo da acetilcolina com receptores

nicotinicos centrais.



ABSTRACT



In the present study the central chohnergic receptor subtypes possibly involved in the
lipolytic response induced by the intracerebroventricular (/.c.v.) injection of carbachol in
adult pigeons, food-satiated, was examined. The participation of muscarinic cholinergic
receptor or nicotinic cholinergic receptor was determined by i.c.v. injection of scopolamine
(SCO) (2,7 and 5,4 nmol), a muscarinic receptor antagonist, or methyl-scopolamine
(MET), also a muscarinic receptor antagonist which doesn't cross the hematoencefalic
barrier, or mecamylamine (MEC), a nicotinic receptor antagonist, 15 min before the i.c.v.
injection of carbachol or saline (control group). At the end of all the experiments, the
alterations in the concentration of free fatty acids (FFA) and glucose in the plasma was
accompanied during 1 h in intervals of 15 min. The results showed that SCO (2,7 nmol)
partially blocked the increase in plasma FFA evoked by carbachol. In the larger dose (5,4
nmol), SCO caused a lipolytic response, similar that obtained after i.c.v. carbachol + i.c.v.
saline. SCO (5,4 nmol) when preceeded by the i.c.v. injection of saline, increase plasmatic
FFA concentration with intensity and duration similar to that observed after i.c.v. carbachol
+ i.c.v. saline. These data suggest that i.c.v. SCO stimulates the lipolysis independently of
the i.c.v. carbachol. The pretreatment with MET (2,7 nmol) didn't alter the lipolytic
response induced by the carbachol, however, in the larger dose (5,4 nmol) blockade in the
elevation of the FFA in the plasma during the whole experimental period. MET, in both
doses, when preceeded by i.c.v. injection of saline, didn't cause alterations in the plasmatic
levels of FFA. The pretreatment with both MEC doses didn't alter the lipolytic response
induced by the carbachol. Furthemore MEC pretreatment, proceeded by the injection of
saline, didn't also change plasmatic FFA concentration. The presente data can indicate that,
probably, cholinergic receptor of the type muscarinic is involved with the activation of the

lipolysis after central administration of carbachol.



X1

The neostigmine, anticholinesterase agents, administred Lc.v., caused a
hyperglycaemic response without changing plasmatic FFA concentration. These data
suggest the possibility of the carbachol act preferentially in muscarinic receptor and the
effect of the neostigmine to be mediated mainly by the interaction of the achetylcholine

with central nicotinic receptor in pigeons.



INTRODUCAO



1. Controle Periférico do Metabolismo de Lipidios em Mamiferos

A manutencdo da vida requer um constante suprimento de fontes nutritivas para
todo o corpo. Essas fontes sdo usadas para gerar energia e preservar as estruturas
corporais (Foster e Mcgarry, 1996). O combustivel para producdo desta energia é
conseguido através dos alimentos que ap6s consumidos sdo digeridos, absorvidos e
transportados para as células onde serdo armazenados ou catabolisados (Strubbe, 1994).
A glicose derivada do glicogénio hepatico e muscular, os &cidos graxos livres (AGL)
liberados pelo tecido adiposo e, em menor extensdo, as proteinas na forma de

aminodcidos devem servir como fonte de energia para todo o corpo (Scheurink, 1994).

Nas aves, 0 glicogénio, apesar de sua importancia metab6lica em manter constante
os niveis de glicose plasméatica como fonte energética essencial para o sistema nervoso
central, € uma forma insignificante de energia armazenada, representando somente 0,3 a
0,5% do total energético corporal, enquanto que as proteinas representam de 17 a 23 %
desse total (Cherel e cols., 1988). O maior reservatorio de proteina no corpo é o tecido
muscular esquelético, que funciona como importante 6rgdo homeostatico em varios
estados catabolicos, através da provisdo de aminoacidos para a circulagdo (Daniel e

Pratt, 1977).

No tecido adiposo (TA), tanto de aves quanto de mamiferos, esté localizada a
maior reserva energética corporal estocada na forma de triacilglicerol (TG) (Renold e
Cahill, 1965; Coppack e cols., 1994), representando cerca de 93% do total de TG
corporal (Johnston, 1970) . O tecido adiposo é o principal 6rgdo controlador da
disponibilidade dos AGL para o plasma. A minoria restante de TG encontra-se
armazenada no figado e musculo (esquelético e cardiaco) (Basso e Havei, 1970; Havei e

cols., 1970; Dagenais e cols., 1976). Apesar da pequena massa, esses estoques servem



como reserva energética que compensa diferencas a curto prazo na provisdo dos AGL
para estas regides (Coppack e cols., 1994). O TG hepatico e muscular se mantém estavel

mais facilmente quando comparado ao do tecido adiposo (Wisneski e cols., 1987).

Quando a necessidade energética ndo consegue ser suprida pelos combustiveis
circulantes ou pelos carboidratos estocados, ocorre mobilizacdo de lipidios do TA para a
circulacdo. Os trialcilglicerois (TGs) sd@o mobilizados através do processo lipolitico, o
qual promove a hidrolise dos TGs em AGL e glicerol (Amer, 1996). A hidrolise dos
TGs em AGL e glicerol pode ocorrer no meio intracelular atraves da hidrolise dos TGs

armazenados no adipdcito ou a partir da hidrolise das lipoproteinas circulantes.

O processo lipolitico no meio intracelular ¢ mediado por uma enzima denominada
lipase hormdnio sensivel (LHS) (Vaughan e cols., 1964). A LHS, assim denominada
devido a sua sensibilidade a acdo de hormonios, tais como, catecolaminas e insulina,
catalisa os TGs a monoacilgiicerois e &cidos graxos nas duas primeiras etapas da
lipolise, e a enzima Upase monoacilglirerol converte o monoacilglicerol que restou em
AGL e glicerol (Fredrikson e cols.,, 1986). Os AGL partem ligados & albumina
plasmatica para serem utilizados principalmente no muasculo e no figado. Nesse ultimo, a
oxidacdo pode ser total ou parcial, gerando os corpos cetdnicos. A albimiina no plasma é
fator fundamental e limitante para a veiculacdo dos AGL liberados pela lipolise, ela tem
capacidade de se ligar a aproximadamente 10 moléculas de AGL de cada vez (Chimg e
cols., 1995). Se ndo houver albumina suficiente no plasma ocorrerd uma reducdo da

lipolise intracelular.

A hidrolise das lipoproteinas no meio extracelular, ocorre no limem capilar com
acdo de outra enzima limitante chamada lipase lipoproteica (LPL), que é a responsavel

pela hidrélise dos TGs das lipoproteinas circulantes (quilomicrons e lipoproteina de



muito baixa densidade) (Hamilton, 1972; Green e Glickman, 1981). A etapa inicial no
catabolismo dessas lipoproteinas envolve a hidrélise da molécula de TG, resultando na
liberacdo dos AGL e glicerol. Os AGL liberados serdo transportados para dentro das
células podendo ser reesterificados a TG, no tecido adiposo, ou imediatamente oxidados
como fonte de energia, mais provavelmente no musculo esquelético ou cardiaco (Eckel,
1989; Bensadoun, 1990). A reesterificacdo depende da disponibilidade de a-
glicerofosfato, produto do metabolismo da glicose no tecido adiposo, para formar TG
(Shapiro e cols., 1957; Leboeuf e cols., 1959). Pelo fato da gliceroquinase ter pouca
atividade no tecido adiposo, o glicerol liberado pela hidrolise das lipoproteinas no meio
extracelular ndo é utilizado na reesterificacdo. O glicerol livre difunde-se para o sangue,
sendo utilizado pelo figado, que possui, ao contrario do tecido adiposo, a gliceroquinase

ativa (Hagen, 1961).

A LPL é mais ativa pés-prandialmente quando os AGL das lipoproteinas sao
captados para serem armazenados (Coppack e cols., 1990) e a atividade diminui quando
o fluxo dos AGL favorece a sua saida dos TGs estocados, como € 0 caso do jejum

(Taskinen e Nikil&, 1981)

A vida média dos AGL no plasma é de 2 a 3 minutos e a velocidade de renovacéo
gira em tomo de 30% por minuto (Birman e cols., 1957, Laurell, 1957; Fredrickson e
Gordon, 1958). Em condi¢Ges de repouso, os AGL no plasma representam de 2 a 5% do
lipidio plasmaético total, porém devido a sua rapida taxa de renovacdo eles devem suprir
mais da metade dos substratos oxidativos consumidos pelos tecidos (Hales e cols.,
1978). A concentracdo dos AGL no plasma pode aumentar cerca de cinco vezes em
determinadas condi¢bes de maior demanda energética, tais como: jejum, exercicio fisico

ou exposicdo aguda ao frio, tomando-se a principal fonte de energia responsavel por



mais de 60% do total de calorias consumidas pelo organismo (Carlson e cols., 1965;
Berthold, 1975; Ramenofsky, 1990). Quanto maior a concentragdo dos AGL no plasma,

possivelmente maior sera a lipomobilizacdo gerada pelo tecido adiposo.

Fatores hormonais podem agir no TA modulando direta ou indiretamente a
hidrélise dos TGs ou a sua reesterificacio. Nos mamiferos, os mais importantes
horménios lipolitico e anti-lipolitico agindo agudamente sdo as catecolaminas e a
insulina, respectivamente (Hales e cols., 1978). Evidéncias fisiologicas fortemente
sugerem que as catecolaminas liberadas pela terminagdo nervosa simpatica no TA sejam
o principal fator determinante na regulacdo da lipdlise (Amer, 1989; Lafontan e cols.,
1983; Pecquery e cols., 1988; Barteness e Bamshad, 1998). Porém, outros horménios
como glucagon (Vaughan, 1961; Vaughan e Steinberg, 1963), glicocorticéides (Shafirir e
Kerpel, 1964; Linder e Migliorini, 1974), hormonio de crescimento (Fain e cols., 1965;
Galton e Bray, 1967; Mcgorman e cols., 1987) e hormonios tireoideanos (Debons e
Swartz, 1961) teriam um efeito adicional na inducdo da lipdlise, complementares a acao
das catecolaminas do sistema nervoso simpatico, embora mais tardio e/ou menos

intensos.

O TA é ricamente inervado por fibras nervosas simpaticas que sao importantes no
controle da lipdlise durante situacbes fisiolégicas que exigem grandes demandas
caldricas como, exposicdo aguda ao frio, jejum prolongado e exercicio fisico. Entdo, a
atividade simpética aumenta, e fibras simpaticas que inervam o TA liberam de suas
terminacdes nervosas noradrenalina de suma importancia para lipdlise nestas condicdes
fisioldgicas. Por exemplo, em determinados tipos de exercicio o mvel plasmatico dos*
AGL pode aumentar cerca de 5 vezes (Hosfstedt, 1995), tomando-se a principal fonte de
energia responsavel por mais de 60 % do total de calorias consumidas pelo organismo

(Carlson e cols., 1965).



Muitas evidéncias afirmam que o sistema nervoso simpéatico desempenha um
importante papel na lipdlise. Estudos nos quais houve abolicdo da atividade simpatica
por bloqueios de neurdnios ganglionares ou de fibras pos-ganglionares (Havei e Golfien,
1965), ou ainda pelo emprego da simpatectomia cirtrgica, demonstraram uma inibicéo
do rapido aumento dos AGL em resposta ao exercicio, mudanca de postura, exposicao
ao fiio ou estresse fisiologico (Hales e cols.,, 1978). A noradrenalina originada
principalmente de terminagfes simpaticas existentes na parede vascular do TA branco é
0 neurotransmissor responsavel pela lipolise nessas situacdes fisioldgicas (Bartness e

Bamshad, 1998).

A efetividade das catecolaminas estimulando a lipolise depende dos subtipos de
receptores adrenérgicos presente no TA. Quatro subtipos de receptores adrenérgicos
(adrenoceptores) estdo envolvidos no controle da Upolise pelas catecolaminas, esses
incluem P13 e ai (Lafontan, 1994; Hosfstedt e cols., 1995; Lafontan e Berlan, 1995;
Lafontan e cols., 1995). A estimulacdo dos adrenoceptores p ativa a lipélise, enquanto
que a ativacdo do a-adrenoceptor inibe esse processo (Amer, 1989; Lafontan e Berlan,

1993; Lafontan e cols., 1995).

Por outro lado, a insulina, nos mamiferos, é a principal fator fisiolégico envolvido
no declinio da concentracdo dos AGL plasmatico. E, sem ddvida, o hormdnio anti-
lipolitico mais potente dos mamiferos (Coppack e cols., 1989; Groop e cols., 1989;
Groop e cols., 1991; Hagstrdm-Toft e cols., 1991). A acdo da enzima LHS diminui ja 15
minutos apds a injecdo de insulina (Coppack e cols., 1994), inibindo a liberacdo dos
AGL para o plasma, e a LPL ¢ estimulada a quebrar os TGs das lipoproteinas circulantes
em AGL, aumentando sua reesterificacdo dentro do TA (Eckel, 1989). Além da insulina,

a adenosina presente no TA (Wahrenberg e cols., 1989) e os corpos cetbnicos, P-



hidroxibutirato e acetoacetato, aumentados na circulacdo sdo inibidores potentes da

lipolise (Silverberg e Miles, 1992).

2. Controle Periférico do Metabolismo de Glicose em Mamiferos

A Insulina é também o principal horménio anabdlico, inibindo a neoglicogénese e
glicogendlise e estimulando a estocagem de glicose no figado. Além disso, nos tecidos
sensiveis a insulina, como o masculo em repouso e 0 TA, ela estimula a captacao,
estocagem ou utilizacdo de glicose pelas células. O principal estimulo para a secrecdo de
insulina é a ingestdo de alimento, ja que esta favorece o aimiento do nivel de glicose

plasmatica (Strubbe, 1994).

Sob condicdes de estresse metabOHco, como o0 gerado apds exercicio extenuante,
ha um aumento da atividade adrenérgica, e a liberacdo de adrenalina é acompanhada
pelo aumento da viabilidade de glicose (Christensen e cols., 1975; Garber e cols., 1976).
Estudos in vitro tém mostrado que a adrenalina pode estimular diretamente a
glicogendlise (Sokal e cols., 1964; Cherrington e cols., 1974), embora seus efeitos sejam
muito menos potentes que os do glucagon na producdo de glicose hepatica. Observa-se
in vitro (Gray e cols., 1980) e in vivo (Gerich e cols., 1976; Chidekel e cols., 1977) que

esta catecolamina estimula a secre¢do de glucagon através da ligacdo com receptores P-

adrenérgicos no pancreas, e a estimulacdo concomitante do adrenoceptores a induz, em
parte, a inibicdo na liberagdo de insulina (Cherrington e cols.,, 1974). Nestas
circunstancias, uma constante hiperglicemia sera mantida pela diminuicdo na captacéo

de glicose periférica, ocasionado pela supressao da liberacdo de insulina.

Parece que, em mamiferos, elevacbes nos niveis de adrenalina sdo quase sempre
seguidas por aumentos paralelos na glicose sangulinea, enquanto que, mudangas na

noradrenalina sdo geralmente acompanhadas por alteracbes nos niveis dos AGL



plasmatico (Scheurink, 1994).

3. Controle Periférico da Disponibilidade de Substratos Energéticos em Aves

Em aves, o controle hormonal do metabolismo energéetico parece ser muito
diferente do encontrado em mamiferos. A insulina é considerada um horménio sem a¢édo
anti-lipolitica e o tecido adiposo € pouco responsivo as catecolaminas, sendo que esta
resposta varia de acordo com a idade (Freeman, 1969; Freeman e Manning, 1971),
estado nutricional (Freeman e Manning, 1974), condi¢des experimentais (Grande, 1969)

e espécie de aves estudadas (Hazelwood, 1973; Pearce, 1977; Hazelwood, 1986).

O glucagon tem se mostrado glicogenolitico e altamente lipolitico em aves
(Goodridge e Bali, 1965; Heald e cols., 1965), sendo considerado o principal ativador da
lip6lise em aves domeésticas (Carlson e cols.,1964; Heald e cols., 1965; Braganza e cols.,
1973) e pombos (Goodridge, 1973). Somente o glucagon estimula a lipélise em aves

nimia dose considerada fisiologica (Langslow e Hales, 1969).

A ave é o unico animal que a sindrome de deficiéncia de glucagon € produzida
(Hazelwood, 1971). Os animais pancreatectomizados tomam-se altamente
hipoglicémicos e morrem caso o glucagon ndo seja substituido (Pearce, 1977). Outras
acdes metabolicas do glucagon incluem o aumento da gliconeogénese e o acumulo de
TG no figado (Oya e cols., 1971). A deposicdo de TG hepatico € o resultado direto do
aumento da captacdo dos AGL induzido pela elevada concentragdo destes no plasma
(Grande e cols., 1970) e pela reduzida oxidacdo dos AGL na mitocéndria hepatica,
principalmente os AGL de cadeia longa (Ballantyne e cols., 1988). Essa resposta, a
longo prazo, também difere da dos mamiferos que ndo apresentam depdsitos de gordura

quando tratados com glucagon (Ballantyne e cols., 1988),



4. Controle da Disponibilidade de Substratos Energéticos pelo Sistema

Nervoso Central (SNC)

Claude Bernard, no século passado, ja havia colocado que o SNC estava implicado
no controle da homeostase periférica de energia. Evidéncias apresentadas por esse
investigador mostraram que havia areas centrais que, quando estimuladas, causavam
hiperglicemia e outras que estimulavam a captacao de glicose pelos tecidos. Semelhante
ao que acontece em mamiferos, presume-se que, em aves, a regulacdo da estocagem,
mobilizacdo e utilizacdo dos diversos substratos energéticos ocorra através de fatores

hormonais e neurais controlados pelo SNC.

Entre as areas do SNC, parece que o hipotdlamo seria o local mais envolvido com
a regulacdo da disponibilidade de substratos energéticos requeridos conforme a
necessidade corporal. Essa area abrange multiplas fungfes: integracdo da ingestdo
alimentar e hidrica, inteirferéncia em formas de comportamento social, atividade
neuroenddcrina e fisioldgica. Varios nacleos hipotaldmicos contribuem para regulagédo
da ingestdo de alimentos e também estdo envolvidos na regulacdo dos niveis de glicose e
AGL no plasma. Este envolvimento € ainda mais importante quando houver maior
demanda de substratos energeético, tais como, exposi¢do aguda ao frio, jejum ou

exercicio extenuante.

Dos ndcleos hipotalamicos, tem-se postulado que o nucleo paraventricular (NPV)
€ 0 maior centro integrativo dos sinais metabdlicos da periferia (Atrens e Menéndez,
1993), recebendo informagdes principalmente dos Orgdos circimventriculares,
(Sawchenko e Swanson, 1983; Swanson e Sawchenko, 1983). O NPV mantém uma
variedade de conexdes direta e indireta com a hipdfise anterior e posterior, além de

manter conexdo direta com ambos 0s nulcleos pré-ganglionares do simpatico e
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parassimpatico (Atrens e col., 1993). Embora o NPV seja considerado o nucleo com
mais direta ligacdo do hipotdlamo com o sistema nervoso autbnomo, os nucleos
dorsomedial (NDM), hipotalamo ventromedial (HVM) e hipotdlamo lateral (HL)
mantém seus proprios canais eferentes com o tronco cerebral ou medula espinhal

(Steffens e cols., 1988).

Nos mamiferos, o0 HVM ¢é considerado o centro simpéatico e o HL o centro
parassimpatico hipotalamico (Shimazu, 1981; Shimazu, 1986). A estimulagdo (elétrica
ou quimica) do HVM aumenta os niveis de glicose no sangue através da inervacao
neural para o figado, pancreas e medula adrenal, aumentando a secrecdo de adrenalina e
glucagon (Xie e Lautt, 1995; Takahashi e cols., 1996). Varios autores consideram o
HVM uma das regibes que mais potencialmente afeta o metabolismo periférico da
glicose (Takahashi e Shimazu, 1981; Ishikawa e cols., 1982; Vilberg e Keesey, 1984;
Shimazu, 1986; Takahashi e cols., 1992) e da gordura (Inoue e Bray, 1979; Shimazu,

1979).

Além disso, ha vérias evidéncias da existéncia de um centro na area pré-Optica
(APO) que pode influenciar na glicemia e na mobilizacdo dos AGL. O controle pela
APO da glicemia e lipdlise pode ser ativado em situacBes que requerem rapida
mobilizagdo de recursos metabolicos, como exposicao ao frio (Hammel, 1968; Coimbra
e Migliorini, 1988; Martins e cols., 1991; Santos e cols., 1991) e neurocitoglicopenia

(Coimbra e Migliorini, 1983; Coimbra e Migliorini, 1986).

A estimulacdo quimica do SNC tem quase sempre sido usada para identificar qual
classe de neurdnios estaria envolvida com a mobilizagdo dos estoques de energia, esta
mobilizagdo pode ser especifica para um determinado substrato energético (carboidratos

ou lipidios) ou comum a ambos. Trabalhos anteriores reportam que, em mamiferos, a



liberacdo de acetilcolina dos neurénios colinérgicos centrais acarreta em aumento na
concentragdo de glicose plasmatica (Iguchi e cols., 1990; Honmura e cols., 1992;
Takahashi e cols., 1993), sem afetar os niveis dos AGL (Barbosa e Migliorini, 1982),
enquanto que em aves a administracdo central de carbacol, agonista colinérgico,
aumenta a mobilizacdo dos AGL do TA, sem afetar a glicemia (Paschoalini, 1994,

DeMello e cols., 1996).

Na maioria das regides no SNC, o efeito na acetilcolina é gerado pela interacdo de
uma mistura de receptores nicotinicos e muscarinicos. Em mamiferos, a transmissdo
colinérgica parece ser predominantemente nicotinica na medula espinhal e muscarinica e

nicotinica em niveis corticais e subcorticais do cérebro (Brown e Taylor, 1995).

A distribuicdo dos neurdnios colinérgicos no SNC dentro da classe de vertebrados
€ muito constante (Wachtler, 1980). Nos vertebrados inferiores a principal atividade
colinérgica esté localizada no tronco cerebral, onde, provavelmente, estaria relacionado
com o centro motor. Com a evolugdo das espécies, comeca a aparecer a atividade
colinérgica no bulbo e diencéfalo, sendo que o cerebelo tem baixa atividade na maioria
das espéecies. A maior mudanca que ocorre das formas inferiores para as superiores € na
regido telencefalica. Um maior nimero de neur6nios colinérgicos no telencéfalo

representa uma fase tardia do desenvolvimento filogenético (Wéchtler, 1980).

Devido a grande presenca de células e fibras colinérgicas no SNC, indica-se que a
acetilcolina € o maior neurotransmissor no cérebro de aves. Os dois tipos de receptores
colinérgicos (muscarinicos e nicotinicos) estariam envolvidos na a¢do da acetilcolina_

liberada sinapticamente (Sorenson e Chiappinelli, 1992).

Naresh e cols., j& em 1975, investigando mecanismo colinérgico na termo-

regulacdo central em pombos, apontaram a existéncia de receptores muscarinicos e
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nicotinicos no hipotalamo. Os receptores muscarinicos estariam espalhados pelo
hipotdlamo, enquanto 0s receptores nicotinicos agrupavam-se na porcao posterior.
Sorenson e Chiappinelli, em 1992, encontraram receptores nicotinicos na regido lateral

hipotalamica.

No minimo 5 subtipos de receptores colinérgicos muscarinicos expressam-se no
tecido de mamiferos. Desses, dois foram encontrados no cérebro de aves. (Kohler e
cols., 1995). Bali e cols. (1990), investigando a presenca de receptores colinérgicos
muscarinicos em passarinhos e codornas, observaram que no hipotdlamo eram
encontrados nas areas HVM e regibes adjacentes ao NPV. Na APO, mostrou baixos

niveis de sitios ligantes comparados com areas vizinhas (Bali e cols., 1990).

Em 1988, Dietl e cols. disseram que o telencéfalo de pombos foi também rico em
receptores colinégicos muscarinicos , enquanto que o tadlamo, hipotalamo e tronco
cerebral, estavam presentes em quantidades intermediarias, similarmente ao cérebro de
mamiferos. Exceto o hipocampo, onde foi pobremente encontrado e o cerebelo, que

apresentou alta densidade de receptores muscarinicos.

Ha algum tempo, vém sendo realizados em nosso laboratorio experimentos com o
objetivo de investigar a regulacdo do metabolismo energético e alteragbes do
comportamento alimentar, em pombos, apds a injecdo central de diversos

neurotransmissores.

Em 1990, Paschoalini observou que neurbnios adrenérgicos podiam estar
envolvidos no controle da regulacdo da glicose plasmatica em pombos. Dando
continuidade a esse trabalho, em 1994 foi constatado que o envolvimento dos neurbnios
adrenérgicos seria mediado a periferia por estimulacdo do sistema nervoso autbnomo,

provavelmente, por ativacdo simpatica. Nesse mesmo trabalho, também foi demonstrada
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a participacéo de neurénios colinérgicos e noradrenérgicos na mobilizacdo dos AGL.

Em relacdo a participacdo de neurdnios noradrenérgicos centrais na
lipomobilizacdo. Neves (1998) relatou que esta poderia ser mediada pela ativacdo da
hipofise e liberagdo de hormonios hipofisarios, talvez 0 hormonio de crescimento, e ndo
pela ativacdo do sistema nervoso autdbnomo. Porém, a participagdo de neurdnios
colinérgicos neste processo se daria por estimulacdo autondémica (DeMello e cols., 1996),
onde a lipdlise induzida pelo carbacol poderia ser mediada pela supressdo do ténus
parassimpatico com consequente predominio ou aumento da atividade simpatica. Essa
ativacdo simpatica, elevaria os niveis de catecolaminas circulantes que poderiam
interagir com receptores a e P adrenérgicos nas células das ilhotas pancreaticas,
estimulando a liberacdo de glucagon e/ou insulina. O glucagon e a insuliria sdo
considerados hormonios lipoliticos em aves (Carlson e cols., 1964; Braganza e cols.,

1973).

Dando continuidade a esta linha de investigacdo, o presente trabalho tem como

objetivos:

1 Observar o efeito na concentracdo dos AGL e glicose plasmatica apés

administracdo de carbacol no ventriculo lateral de pombos;

2. ldentificar qual (is) receptor (es) colinérgico (s) central (is) estaria (m)
envolvido (s) com a mobilizacdo de substratos energéticos apos injecdo i.c.v.

de carbacol;

3. Avaliar o efeito da administracdo i.c.v. de neostigmina sobre as concentracdes

plasmatica de glicose e AGL em pombos.



MATERIAL E METODOS
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1 ANIMAIS

Foram utilizados pombos {Columba Livid) de ambos 0s sexos, com peso corporal
variando entre 320-360 g. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais com agua e
alimento ad libitum, em uma sala com temperatura controlada 23°C (£ 1°C) e ciclo

claro-escuro de 12 h (luz a partir das 7:00 h).

2. IMPLANTACAO DA CANULAINTRACEREBROVENTRICULAR

Para implantacdo da canula no ventriculo lateral, os animais foram anestesiados
com uma solucdo de Equitesin (0,15 ml/100 g) por via intraperitoneal {i.p.\ e adaptados
ao aparelho estereotdxico. A cabeca foi fixada por barras posicionadas nos condutos
auditivos, sendo estes expostos apds aparadas as penas circundantes, e no bico, com
distancia entre os dois pontos ajustadas em 16 mm e formando imi angulo de 45°.
Posteriormente, foi realizada assepsia com alcool iodado seguida por uma incisdo
longitudinal no escalpo com auxilio de um bisturi cirargico, expondo, dessa forma, a
calota craniana. Para perfuragdo da mesma foi utilizada uma broca odontologica. Por
esse orificio, foi introduzida uma canula-guia feita de uma agulha hipodérmica, com 0,7
mm de diametro externo e 15 mm de comprimento, posicionada no ventriculo lateral, de
acordo com as coordenadas descritas por Karten e Hodos (1967): plano frontal —6,0 mm
anterior a linha interaunal; plano sagital - 1,0 mm lateral & sutura sagital e plano
horizontal - 6,0 mm abaixo da dura mater. O contato da canula-guia com o ventriculo
lateral foi indicado pela queda de pressdo registrada em manémetro contendo solugédo
fisiologica (NaCl 0,9%). Em seguida, a canula-guia foi envolvida com fibrinol. Apos a

colocacdo dos parafusos de joalheiro ao redor da cénula-guia, a calota craniana foi
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coberta por camadas de acrilico autopolimerizavel, formando um conjunto sélido capaz
de resistir aos eventuais choques mecanicos com a gaiola e permitir as manipulac6es
necessarias para realizar as injecdes por via i.c.v.. Em cada canula-guia foi ajustado imi
mandril para evitar sua obstrucdo. A injecdo i.c.v. das diferentes substancias foi realizada
em animais despertos, uma semana ap0s a implantacdo da céanula-guia no ventriculo

lateral.

3. INJECAO MMACEREBROVENTRICULAR

A injecdo i.c.v. foi realizada por meio de uma agulha injetora (Mizzy-Slide-Park),
com 0,3 mm de diametro, que foi introduzida na canula-guia e conectada por um tubo de
polietileno a uma microseringa Hamilton (10 ji). Seu tamanho excedeu ao da céanula-
guia em 1,0 mm. Com o objetivo de minimizar variacfes na pressdo i.c.v., o volume

administrado foi sempre de ljal, injetado durante 1 min.

4. IMPLANTACAO DA CANULA NA ARTERIA BRAQUIAL

Para a coleta de sangue, um tubo de polietileno (PE 50) foi introduzido nas artérias
braquiais, dois dias antes do experimento e imia semana apos a implantacdo da canula-
guia no ventriculo lateral. Para a implantacdo de canulas nas artérias, os animais foram
anestesiados com solucédo de Equitesin (0,15 ml/100 g) por via i.p., e fixados numa mesa
cirurgica em decubito dorsal, com as asas abertas. Em seguida, foram retiradas suas
penas e, logo apods, realizada assepsia com alcool no local antes da incisdo na epiderme

para o isolamento arterial. Apds esse procedimento, foi verificada a correta localizacao
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da canula na artéria braquial, e o tubo de polietileno entdo foi preenchido com solucéo
de polivinilpirrolidone (PVP) para evitar a coagulacdo sangiinea. As canulas foram
fixadas a artéria através de um fio de algoddo, o mesmo foi utilizado para sutura da

epiderme ap0s o término da cirurgia.

5. COLETA DE AMOSTRAS SANGUINEAS

Para a avaliagdo das modificacdes nas concentracfes plasmaticas dos AGL e
glicose, amostras de aproximadamente 0,6 ml de sangue foram retiradas imediatamente
antes (tempo 0), 15, 30, 45, 60 min apds a injecdo i.c.v. de carbacol, neostigmina ou
salina. As amostras sanguineas coletadas foram colocadas em tubos heparinizados e
centrifugadas a 2000 rotacGes por minuto durante 10 min. Apos a separacgdo, os plasmas
foram colocados em tubos e armazenados em freezer para posteriores dosagens

plasmaticas dos AGL e glicose.

6. SOLUCOES ADMINISTRADAS POR VIA INTRACEREBROVENTRICULAR.

Solucéo de cloreto de sédio (NaCl 0,9%) - veiculo controle

Carbacol - 2,7 nmol

Neostigmina - 2,7 nmol

Foram administrados 1 |il dessas solu¢Bes imediatamente ap0s a primeira coleta de

sangue.
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m Escopolamina- 2,7 nmol e 5,4 nmol (antagonista de receptores muscarinicos)
m  Metil-escopolamina- 2,7 nmol e 5,4 nmol (antagonista de receptores muscarinicos)

m  Mecamilamina- 2,7 nmol e 5,4 nmol (antagonista de receptores nicotinicos)

Foram administrados 1 )nl dessas solugdes 15 min antes da injecdo i.c.v. de

carbacol ou cloreto de sédio.

7. DETERMINACAO DO AGL PLASMATICO

A concentragdo plasmatica dos AGL foi determinada de acordo com o método
descrito por Dole e Meinertz (1960), adaptado por Santoro (1967) para pequenos

volumes de plasma.

8. DETERMINACAO DA GLICOSE PLASMATICA

A concentracdo de glicose plasmatica foi determinada em 20 ~1 de plasma,
utilizando-se o método de glicose oxidase. O conjunto de reagentes necessarios para a
realizacdo das reacGes quimicas foi adquirido no comércio local e proveniente da

Diagnostica Analisa, fabricado pela Labtest.

9. REAGENTES
Os solventes utilizados foram de pureza analitica e adquiridos no comércio local.

A escopolamina, metil-escopolamina, mecamilamina e neostigmina foram oriundas da
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Research Biochemicals International Natick, MA, USA. O carbacol foi proveniente da

Sigma Chemical Company, Saint Louis, MO, USA

10. HISTOLOGIA

Ao término do experimento, os animais foram sacrificados com injecdo de solucéo
de Equitesin (2,5 ml via i.p.). O posicionamento correto da canula no ventriculo lateral
foi verificado apds a injecdo de 1 /il de azul de Evans no local, realizada pouco antes da
injecdo letal e posterior observagéo , em microscopio optico, dos cortes histoldégicos sem
coloracdo. Os animais que possuissem a canula posicionada fora do ventriculo lateral

foram excluidos.

11. ANALISE DOS RESULTADOS

Os dados obtidos antes e apds cada tratamento, em todos os intervalos de tempo
estudados, foram analisados estatisticamente por intermédio de uma anahse de variancia
de fator unico. As diferengas obtidas entre o valor experimental e o basal, nas diferentes
condicdes experimentais, foram analisadas através de uma andlise de variancia de dois
fatores (tratamento e tempo). As comparagdes entre os tratamentos e seu respectivo
tempo de coleta foram feitas pelo teste de Duncan. O nivel de significancia adotado foi

de p<0,05.



RESULTADOS
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1. Efeito da administracdo LC.v. de carbacol ou salina apés pré-tratamento LC.V.
com salina sobre a concentracdo plasmatica dos AGL e de glicose.

1.1. AGL

A ANOVA de duas vias mostrou diferencas significantes na concentracao
plasméatica dos AGL, quando se comparou os dados obtidos ap6s a injecdo 1.C.V de salina
ou carbacol, precedida pela administracdo LC.V. de salina [F(1,64) = 107,4 ; p =10-" ].
N&o houve diferencas estatisticamente significantes entre os tempos [ F(3,64) = 0,77 ; p

=0,51 ], e nem interacdo entre tratamento e tempo[ F(3,64) = 1,18 ; p =0,32 ].

A injecdo LC.V. de carbacol provocou um aumento na concentracdo plasmatica dos
AGL durante todo o periodo experimental ( Fig. IA). O acréscimo da quantidade dos
AGL no sangue foi detectado ja aos 15 min de experimento (45% acima do basal), e
elevou-se de forma gradativa até atingir seu valor maximo aos 60 min (72% acima do
valor basal). Por outro lado, a injecdo LC.V. de salina, ap6s pré-tratamento com salina por
via LC.V., ndo alterou a concentracdo plasmatica dos AGL, em nenhum momento do

periodo experimental.

Os resultados indicam que, o carbacol, quando administrado por via LC.V,,

promove aumento nos niveis dos AGL no sangue.

1.2. GLICOSE

O tratamento com salina ou carbacol por via LC.V., precedido pela injecdo LC.V. de

salina, ndo provocou alteragdes significativas na concentracdo de glicose no plasma (Fig.
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IB). A ANOVA de duas vias mostrou ndo haver diferencas estatisticamente
significantes na concentracdo plasmatica de glicose entre os tratamentos [ F(l,64) =
3,73; p =0,06 ], entre os tempos [ F(3,64) = 0,60 ; p =0,61 ], bem como, interacdo entre

os dois fatores abordados (tempo e tratamento) [ F(3,64) = 1,61 ;p =0,19 ].
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PRE-TRATAMENTO COM SALINA I.C.V.

PRE-TRATAMENTO COM SALINA I.C.V.

Fig. 1 A- Efeito da administragdo i.c.v. de carbacol (2,7 nmol, basal= 0,77 £ 0,13 umol/ml) ou salina (1
ul, basal= 0,92 + 0,05 umol/ml) sobre a concentracdo plasméatica dos AGL em pombos saciados.
Carbacol 1, (n=9) ou salina O, (n=9) foram administrados 15 min apds pré-tratamento i.c.v. com salina
(1 ul). Fig. 1 B - Efeito da administracdo i.c.v. de carbacol (2,7 nmol, basal = 309 + 16 mg/dl) ou
salina (1 ul, basal= 295 * 12 mg/dl) sobre a concentracdo plasmaética de glicose em pombos saciados.
Carbacol 1, (n=9) ou salina O, (n=9) foram administrados 15 min apés pré-tratamento i.c.v. com salina
(1 ul). Os dados (média * erro padrédo da média) representam as diferencas entre o valor experimental e

0 basal. (*) indicam diferencas significante estatisticamente quando comparada ao seu respectivo
tempo no grupo controle (p<0,05, testes de Duncan).
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2. Efeito da administracdo Lc.v. de carbacol apos pre-tratamento Lcyv. com

escopolamina sobre a concentracdo plasmatica dos AGL e glicose.
2.1. AGL

A analise dos dados estatisticos obtidos apds o pré-tratamento por via LC.V. com
escopolamina (2,7 e 5,4 nmol), seguida pela administracdo LC.V. de carbacol, mostrou
diferencas estatisticamente significantes na concentracdo plasmatica dos AGL entre os
tratamentos [ F(3,128) = 44,67 ; p =10-®)] e entre os tempos [ F(3,128) = 3,38 ; p =0,02],
Contudo, néo se observou interacdo entre os dois fatores abordados [ F(9,128) = 0,73 ; p

=0,67 ].

O pré-tratamento com escopolamina na dose menor (2,7 nmol), precedido pela
injecdo LC.V. de carbacol, provocou um bloqueio total da lipdlise aos 15 e 30 min,
quando foi realizada a comparagdo com o grupo controle (salina LC.V. + salina LC.V.) (ver
Fig. 1 A). Por outro lado, aos 45 e 60 min do periodo experimental, houve aumento nos
niveis dos AGL plasmaético estatisticamente diferente do controle. No entanto, essa
elevacdo foi de menor intensidade aquela verificada apos injecdo LC.V. de carbacol
precedido pela injecdo LC.V. de salina, no mesmo intervalo de tempo. Parece que a
injecdo prévia do antagonista muscarinico (escopolamina), na dose de 2,7 nmol,
ocasiona uma reducdo na intensidade da lipomobilizacdo induzida pelo carbacol, durante

todo O periodo de observagao.

O pré-tratamento com escopolamina na dose de 5,4 nmol, seguido pela
administracdo LC.V. com carbacol, originou um acréscimo na concentracio plasmatica
dos AGL semelhante aquele obtido no grupo tratado com injecao de salina {LC.V.) antes

da injecdo LC.V. de carbacol. O inicio, a intensidade e a duragio da resposta lipolitica
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foram semelhantes entre os dois grupos (ver Fig. 1 A). Esses resultados mostram que 0
pré-tratamento com escopolamina na dose 5,4 nmol ndo bloqueou o aumento dos AGL

plasmatico provocado pelo carbacol.

2.2. GLICOSE

A glicemia manteve-se inalterada apds tratamento com ambas as doses de
escopolamina seguido pela administracdo de carbacol (ver Fig. 2 B). Segundo ANOVA
de duas vias, ndo houve diferencas estatisticamente significantes na concentracdo

plasmatica de glicose entre os tratamentos [(3,128) = 1,28 ; p =0,28], entre os tempos

[(3,128) = 1,81; p =0,14] ou interacdo entre os dois fatores [(9,128) = 1,06 ; p =0,39].
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PRE-TRATAMENTO COM ESCOPOLAMINA [.C.V.

PRE-TRATAMENTO COM ESCOPOLAMINA I.C.V.

Minutos apés injecéo i.c.v. de carbacol

Fig. 2 A- Efeito do tratamento prévio i.c.v. com escopolamina #, (2,7 nmol, basal = 0,86 + 0,05
umol/ml), (n=9) ou escopolamina m, (5,4 nmol, basal = 0,86 £ 0,06 umol/ml), (n=9) sobre o0 aumento
dos AGL no plasma induzido pela injec&o i.c.v. de carbacol (2,7 nmol). Fig. 2 B - Efeito do tratamento
prévio i.c.v. com escopolamina «, (2,7 nmol, basal = 293 + 14 mg/dl), (n=9) ou escopolamina m, (5,4
nmol, basal = 305 £15 mg/dl), (n=9) sobre os niveis de glicose no plasma apds inje¢do i.c.v. de
carbacol (2,7 nmol). Os dados (média + erro padrdo da média) representam as diferencas entre o valor
experimental e o basal. (*) indicam diferencas significante estatisticamente quando comparada ao seu
respectivo tempo no grupo controle (p<0,05, testes de Duncan). (**) diferente do controle e do
carbacol no seu respectivo tempo.
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3. Efeito da administracdo Lc.v. de salina apdés pré-tratamento Lc.v. com

escopolamina ou salina sobre a concentragdo plasmatica dos AGL e glicose.

3.1. AGL

A analise estatistica dos dados obtidos apds as injecdes i.c.v. de salina, precedida
pelas injecbes i.cv. de salina ou escopolamina, indica que houve diferengas
estatisticamente significantes na concentracdo plasmatica dos AGL entre os tratamentos
[ F(2, 96) = 65,21 ; p =10-"]. Porém, ndo ocorreu diferencas significantes entre os

tempos [ F(3, 96) = 0,99 ; p =0,39] e nem interagéo entre as duas variaveis (tratamento e

tempo) [ F(6,96) = 0,59; p =0,73],

O pré-tratamento com escopolamina na concentracdo menor (2,7 nmol) ou com
salina, seguido pela injecdo i.c.v. de salina, ndo alterou os niveis dos AGL no plasma

durante todo o periodo experimental.

Por outro lado, o pré-tratamento com escopolamina na dose 5,4 nmol, seguido pela
injecdo de salina, em pombos despertos, elevou a concentracdo plasmaética dos AGL ja
aos 15 min (28% acima do valor basal). O valor maximo deste aumento foi verificado
aos 45 min do periodo experimental (39% acima do valor basal). A resposta lipolitica,
observada neste grupo, ndo foi diferente estatisticamente daquela observada no grupo
tratado com salina {i.c.v.) + carbacol {i.c.v.) (ver Fig. 1A), exceto aos 60 min, quando o
pré-tratamento com escopolamina seguido pela injecdo de salina provocou uma elevacéo,
de menor intensidade na concentracdo dos AGL. Os dados sugerem que, 0°pré-

tratamento com 0 escopolamina (antagonista de receptores muscarinicos), na dose maior.
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promove 0 aumento dos AGL plasmatico, independente da administracdo i.c.v. de

carbacol

3.2. GLICOSE

A concentracdo de glicose no plasma manteve-se inalterada apds o tratamento
com ambas as doses de escopolamina, seguido pela administracdo de salina (ver Fig. 3
B). Ndo houve diferencas estatisticamente significantes na concentracdo plasmatica de
glicose entre os tratamentos [ F(2,96) = 0,88 ; p =0,41], entre os tempos [ F(3,96) =0,80

; p=0,49], e nem interacdo entre os dois fatores abordados [ F(6,96) = 0,64 ;p =0,69].
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PRE-TRATAMENTO COM ESCOPOLAMINA OU SALINA I.C.V.

PRE-TRATAMENTO COM ESCOPOLAMINA OU SALINA I.C.V.

Fig. 3 A- Efeito do tratamento prévio i.c.v. com salina 0, (1 ul, basal = 0,85 + 0,03 umol/ml),
(n=9), escopolamina <, (2,7 nmol, basal = 0,88 + 0,04 umol/ml), (n=9) ou escopolamina m, (5,4
nmol, basal = 0,89 + 0,04 umol/ml), (n=9) sobre a concentracdo plasmatica dos AGL apo6s injecédo
i.c.v. de salina (1 ul). Fig. 3 B - Efeito do tratamento prévio i.c.v. com salina O, (1 ul, basal = 295 + 12
mg/dl) (n=9), escopolamina e+, (2,7 nmol, basal = 281 + 27 mg/dl), (h=9) ou escopolamina m, (5,4
nmol, basal = 277 + 6 mg/dl), (n=9) sobre os niveis de glicose no plasma apoés injecdo i.c.v. de salina
(1 ul). Os dados (média + erro padrao da média) representam as diferencas entre o valor experimental e
0 basal. (*) indicam diferencas significante estatisticamente quando comparada ao seu respectivo
tempo no grupo controle (p<0,05, testes de Duncan). (¢*) diferente do controle e do carbacol no seu
respectivo tempo.
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4. Efeito da administracdo Lc.v. de carbacol ap6s pré-tratamento Lc.v. com metil-

escopolamina sobre a concentracdo plasmatica dos AGL e glicose.

4.1. AGL

A anélise dos dados estatisticos obtidos apds o pré-tratamento por via i.c.v. com
metil-escopolamina (2,7 e 5,4 nmol), seguida pela administracdo i.c.v. de carbacol,
mostrou diferencas estatisticamente significantes na concentracdo plasmatica dos AGL
entre os tratamentos [ F(3,128) = 52,71 ; p =10-®]. No entanto, ndo se observou
diferencas significativas entre os diferentes tempos [ F(3,128) = 1,94 ; p =0,12] e nem

interacdo entre as duas variaveis p”(9,128) = 0,64; p =0,75].

O pré-tratamento com a menor dose de metil-escopolamina (2,7 nmol) néo
modificou a resposta lipolitica induzida pelo carbacol, durante o experimento. Essa
resposta foi semelhante em intensidade, inicio e duracdo aquela observada no grupo

tratado com carbacol por via i.c.v., precedido de salina (ver Fig. 1 A).

Ainda que ndo tenha ocorrido, durante todo o periodo experimental, nenhuma
alteracdo na concentracdo plasmatica dos AGL diferente do valor basal apds pre-
tratamento com a dose maior (5,4nmol) de metil-escopolamina, seguido por carbacol
{i.c.v.), aos 60 min do experimento, pode-se observar uma discreta elevacdo nos niveis
plasmatico dos AGL. Este aumento foi estatisticamente significante quando comparado
com o grupo controle (salina i.c.v. + salina i.c.v.). Parece que o tratamento prévio com,
metil-escopolamina (antagonista muscarinico) por via i.c.v., na dose mais elevada, gerou

um bloqueio quase completo na resposta lipolitica induzida pelo carbacol.
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4.2. GLICOSE

O pré-tratamento com metil-escopolamina (2,7 e 5,4 nmol) por via i.c.v., seguido
pela injecdo i.c.v. de carbacol, ndo provocou mudangas significativas na glicemia (ver
Fig. 1B). A ANOVA de duas vias mostrou ndo haver diferengas estatisticamente
significantes na concentracdo plasmatica de glicose entre os tratamentos [ F(3,128) =
1,48 ; p =0,22], entre os tempos [ F(3,128) = 0,93; p =0,42] e interacdo entre os dois

fatores abordados (tratamento e tempo) [ F(9,128) = 1,49 ; p =0,15],
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PRE-TRATAMENTO COM METIL-ESCOPOLAMINA I.C.V.

PRE-TRATAMENTO COM METIL-ESCOPOLAMINA I.C.V.

Minutos ap6s injecdo i.c.v. de eartacol

Fig. 4 A- Efeito do tratamento prévio i.c.v. com metil-escopolamina <, (2,7 nmol, basal = 0,89 %
0,06 umol/ml), (n=9) ou metil-escopolamina m, (5,4 nmol, basal = 0,90 £ 0,02 umol/ml), (n=9) sobre
0 aumento dos AGL no plasma induzido pela inje¢éo i.c.v. de carbacol (2,7 nmol). Fig. 4 B - Efeito do
tratamento prévio i.c.v. com metil-escopolamina ¢, (2,7 nmol, basal = 313 + 16 mg/dl), (n=9) ou
metil-escopolamina m, (5,4 nmol, basal = 312 + 6 mg/dl), (n=9) sobre os niveis de glicose no plasma
apos injecdo i.c.v. de carbacol (2,7 nmol). Os dados (média * erro padrdo da média) representam as
diferencas entre o valor experimental e o basal. (*) indicam diferencas significante estatisticamente
quando comparada ao seu respectivo tempo no grupo controle (p<0,05, testes de Duncan).
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5. Efeito da administracdo Lc.v. de salina apos'pPnttawrea«) Lc.v. com metil-

escopolamina sobre a concentracéo plasmatica dos AGL e glicose.

5.1. AGL

A analise estatistica dos dados obtidos ap6s as injecOes /.c.v. de salina, precedidas
pelas injecbes Lc.v. de metil-escopolamina, nas doses 2,7 e 5,4 nmol, mostrou ndo haver
diferencas estatisticamente significantes na concentracdo plasmatica dos AGL entre os
tratamentos [ F(2,96) = 1,16 ; p =0,31], entre os tempos p(3,96) = 0,91 ; p =0,43] ou
interacdo entre as duas variaveis abordadas (tratamento e tempo) [ F(6,96) = 0,76; p

=0,59],

Pode-se observar que, durante todo o experimento, a concentracdo dos AGL no
plasma manteve-se inalterada nos grupos previamente tratados com ambas as doses de
metil-escopolamina, seguido pela injecdo i.c.v. de salina ( Fig. 5 A). Em nenhimi

momento os valores diferiram daqueles verificados no grupo controle ( ver Fig. 3 A).

5.2. GLICOSE

Embora, aos 15min do experimento, a administracdo i.c.v. de salina, ap6s pré-
tratamento com metil-escopolamina por via i.c.v.{ 2,7 nmol ), tenha provocado um
ligeiro aumento na glicemia, o pré-tratamento com metil-escopolamina na dose maior
(54 nmol), ndo causou mudangas, estatisticamente significantes, na concentracdo
plasmatica de glicose durante todo o periodo experimental (ver Fig. 5 B). A ANOVA de

duas vias mostrou ndo haver diferencas estatisticamente significantes na concentracdo
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plasmatica de glicose entre os tratamentos [ F (2,96) = 1,79; p =0,17], entre os tempos
[F=(3,96) = 0,49 ; p =0,68] e nem interacdo entre os dois fatores abordados[ F (6,96) =

0,86 ;p =0,52],
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PRE-TRATAMENTO COM METIL-ESCOPOLAMINA |.C.V.

Minutos ap6s injecao i.c.v. de salina

Fig. 5A- Efeito do tratamento prévio i.c.v. com metil-escopolamina O, (2,7 nmol, basal = 0,92 + 0,04
umol/ml), (n=9) ou metil-escopolamina m, (5,4 nmol, basal = 0,95 + 0,03 umol/ml), (n=9) sobre a
concentracdo plasmatica dos AGL apds injecdo i.c.v. de salina (1 ul). Fig. 5 B - Efeito do tratamento
prévio i.c.v. com metil- escopolamina O, (2,7 nmol, basal = 289 * 16 mg/dl), (n=9) ou metil-
escopolamina m, (5,4 nmol, basal = 298 + 11 mg/dl), (n=9) sobre os niveis de glicose no plasma apés
injecdo i.c.v. de salina (1 ul). Os dados (média + erro padrdo da média) representam as diferencas entre
o valor experimental e o basal. (*) indicam diferengas significante estatisticamente quando comparada
ao seu respectivo tempo no grupo controle (p<0,05, testes de Duncan).
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6. Efeito da administracdo uc.v. de carbacol apds pré-tratamento Lc.v. com

mecamilamina sobre a concentracdo plasmatica dos AGL e glicose.

6.1. AGL

A analise estatistica dos dados obtidos apds as injecdes i.c.v de carbacol,
precedidas pelas injecdes Ic.v. de mecamilamina (2,7 e 5,4 nmol), demonstra haver
diferencas estatisticamente significantes na concentracdo plasmatica dos AGL entre os
tratamentos [ F(3,128) = 41,16 ; p =10-"]. No entanto, ndo houve diferenca significativa
entre os tempos [ F(3,128) = 1,95 ; p =0,12], nem interacdo entre as duas variaveis

(tratamento e tempo) [ F(9,128) = 0,57; p =0,81].

O pré-tratamento com ambas as doses de mecamilamina ndo alterou,
essencialmente, a resposta lipolitica induzida pelo carbacol. Essa resposta foi semelhante
em inicio, intensidade e duracdo aquela obtida apds a injecdo i.c.v. de carbacol,
precedida pela administracdo de salina ( ver Fig. 1 A). Contudo, aos 60 min do periodo
experimental, houve uma pequena queda dos AGL nos grupos previamente tratados com
mecamilamina, quando comparados com os valores obtidos no mesmo intervalo de

tempo ao grupo tratado com carbacol, precedido por salina.

Parece que, 0 antagonista nicotinico mecamilamina, ap6s administracdo por via
i.c.v., ndo exerce um blogueio no aimiento dos AGL plasmatico provocado pela injecdo

central de carbacol.
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6.2. GLICOSE

A glicemia manteve-se inalterada ap0s tratamento com ambas as doses de
mecamilamina seguido pela administracdo de carbacol i.c.v. ( ver Fig. 2 B). Segundo

ANOVA de duas vias, ndo houve diferencas estatisticamente significantes na
concentracdo plasmatica de glicose entre os tratamentos [ F(3,128) = 1,34 ; p =0,26],
entre os tempos [ F(3,128) = 0,34 ; p =0,79], e nem interacdo entre as duas variaveis

[F(9,128) = 0,63 ;p =0,76],
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PRE-TRATAMENTO COM MECAMILAMINA 1.C.V.

PRE-TRATAMENTO COM MECAMILAMINA I.C.V.

Fig. 6 A- Efeito do tratamento prévio i.c.v. com mecamilamina O, (2,7 nmol, basal = 0,84 *
0,06 umol/ml), (n=9) ou mecamilamina m, (5,4 nmol, basal = 0,88 + 0,06 umol/ml), (n=9) sobre o
aumento dos AGL no plasma induzido pela injecéo i.c.v. de carbacol (2,7 nmol). Fig. 6 B - Efeito do
tratamento prévio i.c.v. com mecamilamina O, (2,7 imiol, basal = 329 + 12 mg/dl), (n=9) ou
mecamilamina m, (5,4 nmol, basal = 293 + 05 mg/dl), (n=9) sobre os niveis de glicose no plasma apés
inje¢do i.c.v. de carbacol (2,7 nmol). Os dados (média + erro padrdo da média) representam as
diferencgas entre o valor experimental e o basal. (*) indicam diferengas significante estatisticamente
guando comparada ao seu respectivo tempo no grupo controle (p<0,05, testes de Duncan). (**)
diferente do controle e do carbacol no seu respectivo tempo.
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7. Efeito da administracdo Lc.v. de salina ap6s pré-tratamento Lc.v. com salina ou

mecamilamina sobre a concentracdo plasmatica dos AGL e glicose.

7.1. AGL

A analise estatistica dos dados obtidos ap0s a injecdo i.c.v. de salina, precedida
pela injecdo i.cv. de mecamilamina (5,4 nmol) ou salina, mostrou diferencas
estatisticamente significantes na concentracdo plasmatica dos AGL entre os tratamentos
[ F(1,64) = 9,27; p =3x10-"], embora o teste post-hoc ndo tenha apontado diferengas em
nenhum dos intervalos de tempo avaliados. Ndo houve diferencas entre os tempos
[F(3,64) = 0,12 ; p =0,94] e nem interacdo entre as duas varidveis [ F(3,64) = 0,03;

p=0,99].

A administragéo i.c.v. de mecamilamina na dose 5,4 nmol, seguida da injecéo i.c.v.
de salina, ndo alterou a concentracdo plasmatica dos AGL durante todo o periodo

experimental ( Fig. 7 A).

7.2. GLICOSE

A Fig. 7 B demonstra o efeito da injecdo i.c.v. de mecamilamina (5,4 nmol),
seguida da injecdo de salina, sobre a concentracdo plasmatica de glicose. Nesta figura,
verifica-se que a administracdo i.c.v. de mecamilamina ndo modificou 0s niveis
glicémicos. De acordo com a anélise estatistica, ndo houve diferencas estatisticamente
significantes na concentracdo plasmatica de glicose entre os tratamentos [ F(1,64) = 1,84
; p =0,17], entre os tempos [ F(3,64) = 1,15; p =0,33] ou interagdo entre as duas

variaveis [ F(3,64) = 0,29 ; p=0,82].
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PRE-TRATAMENTO COM MECAMILAMINA OU SALINA I.C.V.

PRE-TRATAMENTO COM MECAMILAMINA OU SALINA I.C.V.

Fig. 7 A-Efeito do tratamento prévio i.c.v. com salina O, (1 ul, basal = 0,85 + 0,03 umol/ml), (n=9) ou
mecamilamina m, (5,4 nmol, basal = 0,87 + 0,06 umol/ml), (n=9) sobre a concentracdo plasmatica do
AGL apés injecdo i.c.v. de salina (1 ul). Fig. 7 B - Efeito do tratamento prévio i.c.v. com salina O, (1
ul, basal = 295 + 12 mg/dl) (n=9) ou mecamilamina m, (5,4 nmol, basal = 277 + 6 mg/dl), (n=9) sobre
0s niveis de glicose no plasma apo6s injecdo i.c.v. de salina (1 ul). Os dados (média + erro padrdo da
média) representam as diferencas entre o valor experimental e o basal.
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8. Efeito da administracdo Lc.v. de neostigmina ou salina sobre a concentragao

plasmatica dos agl e de glicose.

8.1. AGL

A ANOVA de duas vias ndo mostrou diferencas significantes na concentracdo
plasmatica dos AGL em relacdo aos tratamentos (salina e neostigmina) [ F(1,64) = 0.80 ;
p =0,37] e entre os tempos [ F(3,64) = 0.02 ; p =0,99]. Nao houve, também, interacao

significativa entre os dois fatores estudados [ F(3,64) = 0.15 ; p =0,92].

As alteracGes na concentracdo dos AGL no plasma, observadas apos tratamento
com neostigmina, ndo diferiram daquelas obtidos ap6s injecdo i.c.v de salina, em seus
tempos respectivos ou mesmo dos valores basais (Fig. 8 A). Parece que a administracdo
central de neostigmina nédo interfere nos valores plasmaticos dos AGL, em pombos

saciados.

8.2. GLICOSE

A andlise estatistica apontou diferencas estatisticamente significantes na
concentracdo plasmatica de glicose entre os tratamentos [ F(1,64) = 88,48 ; p =10-®)]. No
entanto, ndo houve significante diferenca entre os tempos [ F(3,64) = 1,53; p =0,21] e

interacdo das duas variaveis (tempo e tratamento) [ F(3,64) = 0.30 ; p =0,82].

A administracdo i.c.v. de neostigmina provocou aumento na concentragdo
plasmatica de glicose durante todo o periodo experimental (Fig. 8B). J& aos 15 min do

experimento, observou-se um acréscimo de 16% na concentracdo plasmatica de glicose
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em relacdo ao valor basal. Este aumento permaneceu de forma gradativa até atingir seu
valor maximo aos 45 min (28% acima do valor basal). Aos 60 min da coleta, houve um
ligeiro decréscimo na concentragcdo plasmatica de glicose. Os resultados indicam que a

administracao central de neostigmina promove aimiento na glicemia.

A administracdo i.c.v. de salina em pombos despertos manteve a concentracao

plasmatica de glicose inalterada durante todo o decorrer do experimento.
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TRATAMENTO COM NEOSTIGMINA OU SALINA 1.CV.

TRATAMENTO COM NEOSTIGMINA OU SALINA I.C.V.

Minutos apdés injecdo i.c.v. de neostigmina ou salina

Fig. 8 A- Efeito da administragdo i.c.v. de neostigmina (2,7 nmol, basal = 0,88 + 0,05 umol/ml)
ou salina (1 ul, basal = 0,97 + 0,07 umol/ml) sobre a concentracdo plasmética dos AGL em pombos
saciados. Neostigmina 1, (n=9) ou salina O, (n=9) foram administrados imediatamente apds a primeira
coleta de sangue. Fig. 8 B - Efeito da administragéo i.c.v. de neostigmina (2,7 nmol, basal = 303 + 11
mg/dl) ou salina (1 ul, basal = 278 + 13 mg/dl) sobre a concentracédo plasmatica de glicose em pombos
saciados. Neostigmina 1, (n=9) ou salina O, (n=9) foram administrados imediatamente apds a primeira
coleta de sangue. Os dados (média * erro padrdo da média) representam as diferengas entre o valor
experimental e o basal. (*) indicam diferencas significante estatisticamente quando comparada ao seu
respectivo tempo no grupo controle (p<0,05, testes de Duncan).



DISCUSSAO
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A discussdo do presente trabalho serd dividida em duas partes. Primeiro, seréo
analisados os dados obtidos a partir dos procedimentos experimentais adotados para
avaliar a participacdo de receptores colinérgicos do tipo muscarinico e/ou nicotinico,
localizados no SNC, na ativacao da lipolise, apds administracdo i.c.v. de carbacol. Em
seguida, serdo discutidas as alteracOes observadas na concentracdo dos AGL e glicose

no plasma apos injecéo i.c.v. de neostigmina.

Os resultados obtidos no presente trabalho mostraram que ap6s a injecdo i.c.v. de
carbacol, em pombos despertos, ocorreu imi auméhto da concentracdo dos AGL
plasmético. Esse dado, confirma aquele observado anteriormente em nosso laboratério
(DeMello, 1996), onde investigou-se a influéncia da ativacdo de sinapses colinérgicas
sobre a regulacdo de substratos energéticos. Foi verificado, através da injecdo i.c.v. de
carbacol em pombos, que a ativacdo da lipdlise induzida por esse agonista colinérgico,
envolveria possivelmente uma supressdo do tdnus parassimpatico, cuja consequéncia
seria um predominio do tonus simpatico, provocando imi aumento na secrecdo de
catecolaminas da medula da adrenal. Estas, quando liberadas na corrente sanglinea,
poderiam atuar sobre o pancreas endocrino, talvez sobre as células a, promovendo a
liberacdo de glucagon. Dados na literatiura apontam que o hormdnio glucagon exerce um
poderoso efeito lipolitico nas aves, promovendo elevacdo da concentracdo dos AGL no
plasma (Langslow e Hales, 1969; Hazelwood, 1973; John e George, 1973; Ballantyne e

cols., 1988), sendo este efeito mais intenso do que em mamiferos.

Evidéncias presentes na literatura demonstram que o agonista colinérgico carbacol,
no SNC, apresenta afinidade para receptores muscarinicos (Kohler e cols., 1995), sem
muita seletividade para os subtipos desta classe de receptores (Mckinney e cols., 1989;

Hulme e cols., 1990). No entanto, segundo Brow e Taylor (1995), esse agonista também
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atua em receptores nicotinicos na medula espinhal, niveis subcorticais e corticais do
cérebro. Consequentemente, o envolvimento de receptores muscarinicos ou nicotinicos
na lipomobilizagdo induzida apds a injecdo central de carbacol seria melhor verificada se
administrassemos previamente a injecdo de carbacol, antagonistas para ambos 0s tipos
de receptores colinérgicos. Os antagonistas de receptores muscarinicos ou nicotinicos
apresentam melhor seletividade para os subtipos de receptores que os agonistas (Kohler

e cols., 1995).

Com o objetivo de avaliar a participacdo de receptores muscarinicos centrais na
estimulacdo da lipolise induzida pela injecdo Lc.v. de carbacol, foi realizado o pré-
tratamento com escopolamina Lc.v., cujo emprego na dose 2,7 tmiol ocasionou um
bloqueio parcial no aumento dos AGL plasmatico apds administracdo de carbacol. Esse
dado sugere gque receptores muscarinicos centrais contribuiriam para o surgimento da
resposta lipolitica induzida pelo carbacol. Entretanto, a administracdo de escopolamina,
na dose maior (5,4 nmol), provocou um acréscimo na concentracao plasmatica dos AGL
de inicio, intensidade e duracdo semelhante aquela obtida com injecdo Lc.v de carbacol
realizada ap0s o pré-tratamento com injecdo Lc.v de salina. Esses dados, quando

comparados, sdo bastante contraditorios.

Com o objetivo de esclarecer acdo da escopolamina quando injetada por via Lc.v.,
independentemente da presenca de carbacol, realizou-se a injecdo Lc.v de escopolamina
nas doses 2,7 e 5,4 rmiol, precedida pela injecdo Lc.v. de salina. Os resultados obtidos
mostram que a administracdo na dose menor (2,7 nmol) de escopolamina ndo provocou
aumento nos niveis dos AGL no plasma, porém, o grupo que recebeu pré-tratamento de
escopolamina na dose de 5,4 nmol sofreu uma elevacdo dos AGL plasmatico com inicio,
intensidade e duracdo semelhante aquela observada apés injecdo Lc.v. de carbacol,

precedida pela administracdo Lc.v. de salina. Parece que administracdo central do
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antagonista  colinégico  muscarinico,  escopolamina, estimula a lipdlise

independentemente da injecdo i.c.v. de carbacol.

Como a escopolamina atravessa a barreira hematoencefalica, a ativagdo da
lipolise observada ap6s sua administracdo por via i.c.v., na dose maior, poderia ser
conseqliéncia de uma possivel acdo periférica, onde a passagem da escopolamina pela
barreira hematoencefalica para periferia, poderia permitir sua interacdo com receptores
muscarinicos em oOrgdos-alvo. Desta forma, as respostas fisiologicas aos impulsos

nevosos parassimpaticos ficariam bloqueadas.

Corroborando com essa ideia, os dados obtidos a partir de experimentos realizados
em nosso laboratério mostram que a administracdo intraperitoneal de metil-
escopolamina é capaz de promover uma intensa elevacdo na concentracdo dos AGL no
plasma de pombos (DeMello, 1996). Como a metil-escopolamina é uma droga que ndo
atravessa a barreira hematoencefalica, sua capacidade em promover a lipélise, neste
caso, poderia ser atribuida ao bloqueio de receptores muscarinicos localizados em

orgaos-alvo periféricos.

Adicionalmente, evidéncias na literatura mostram que a vagotomia em pombos
provoca elevagdo na lipomobilizacdo, resultado que foi atribuido ao aumento do tonus
simpatico como conseqléncia da reducdo do tdnus parassimpatico (John e cols., 1985,
1989). Contribuindo com esta observacao, Viswanatham e cols. (1987), verificaram que,
em pombos, a vagotomia cervical bilateral provoca um aumento na concentracdo
sangiinea de noradrenalina e reducdo dos niveis de adrenalina. Esses dados reforcam a
idéia de que a supressdo do tonus parassimpatico favorece a atuacdo do tdnus simpatico

sobre os érgdos-alvo.
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Portanto, se a vagotomia causa um aumento do ténus simpatico, entdo a ativagédo
da lipdlise, observada apos a administracdo periférica de metil-escopolamina (DeMello,
1996), ou ap0s o pré-tratamento por via i.c.v. com escopolamina (seguido ou ndo pela
injecdo i.c.v. de carbacol) nos experimentos relatados no presente trabalho, poderia ser

imia consequéncia desse efeito.

Entdo, apds sua passagem pela barreira hematoencefalica, a escopolamina
(transportada pelo sangue) iria inibir os receptores muscarinicos localizados em 6rgéos-
alvo periféricos, reproduzindo a supressdo do tdnus parassimpatico obtido apds a
vagotomia. Como resultado, ocorreria um predominio do sistema nervoso simpatico,
fato que promoveria a ativacdo da lipolise observada apOs pré-tratamento com

escopolamina.

Embora seja geralmente relatado na literatura que, em aves, o TA é pouco
responsivo as catecolaminas (Carlson e cols., 1964; Grande, 1969; Freeman e Manning,
1971), De Mello, em 1996, mostrou que a injecdo intraperitoneal de noradrenalina ou
adrenalina, catecolaminas liberadas pela ativacdo do sistema nervoso simpatico,
induzem a elevacao na concentracdo plasmatica dos AGL em pombos. Esse dado, indica
que as catecolaminas podem promover lipdlise, reforcando a possibilidade de que o

predominio do simpatico desencadearia elevacdo dos AGL.

Para esclarecimento e confirmacdo da participacdo de receptores muscarinicos
centrais na ativacdo da lip6lise induzida pela administracdo central de carbacol, foi
realizado o pré-tratamento por via i.c.v. com metil-escopolamina, j& que esta, devido a
sua incapacidade em atravessar a barreira hematoencefalica, restringe sua acdo ao SNC

quando administrado no ventriculo lateral.
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O pré-tratamento com metil-escopolamina (2,7 nmol) ndo alterou a resposta
lipolitica induzida pelo carbacol. Porém, quando injetou-se por via Ic.v. metil-
escopolamina na dose maior (5,4 nmol), antes da injecdo central de carbacol, houve um
bloqueio na elevagdo dos AGL plasmatico durante todo o periodo experimental, exceto

aos 60 min, quando verificou-se imi discreto aumento dos AGL.

Diferindo dos resultados encontrados com a escopolamina, quando administrou-se
centralmente metil-escopolamina, em ambas as doses, 15 min antes da injecdo Lc.v. de
salina, ndo houve alteracdes nos niveis dos AGL no plasma. Esse resultado confirma a
hipotese de uma possivel passagem da escopolamina pela barreira hematoencefélica,
blogueando receptores muscarinicos locaUzados em 6rgdos-alvo, logo, impedindo sua
ligacdo com acetilcolina liberada pelas fibras p6s-ganglionares do parassimpatico. Deste
modo, a supressao da influéncia parassimpatica, promoveria um predominio do ténus

simpatico.

Dando continuidade ao nosso esquema experimental, avaliou-se a participacdo de
receptores nicotinicos na elevacdo da concentracdo dos AGL no plasma induzido pelo
carbacol. Para isso, 15 min antes da injecdo de carbacol por via Lc.v., foi realizado o
tratamento prévio por via central com mecamilamina. Os resultados deste grupo
experimental indicam que o pré-tratamento com ambas as doses de mecamilamina nédo
alterou essencialmente a resposta lipolitica induzida pelo carbacol. Nota-se que o
antagonista nicotinico, mecamilamina, quando administrado centralmente, ndo exerce
iim bloqueio na lipomobilizacdo provocada pela injecdo por via Lc.v. de carbacol. Além
disso, verificou-se que a pré-administracdo de mecamilamina, seguida pela injecdo de

salina, também ndo alterou a concentracdo dos AGL plasmatico.
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Resumindo os dados obtidos nos experimentos acima relatados, € provavel que
receptores colinérgicos do tipo muscarinico estejam envolvidos com a ativacdo da
lipolise ap6s administracdo central de carbacol, ja que o tratamento prévio com o
antagonista muscarinico, metil-escopolamina, pofvia i.c.v., na dose mais elevada, gerou
um bloqueio na resposta lipolitica induzida pelo carbacol, enquanto que a

mecamilamina, antagonista de receptores nicotinicos, ndo modificou esta resposta.

Evidéncias relatadas na literatura demonstram que circuitos centrais regulando a
atividade lipolitico do tecido adiposo em pombos incluem neurbnios colinérgicos
(DeMello, 1996) e noradrenérgicos (Neves, 1998). A estimulacdo de neurdnios
colinérgicos centrais promoveria a lipdlise por intermédio da ativacdo do sistema
nervoso simpato-adrenal (DeMello, 1996), enquanto que a estimulacdo de neurdnios
noradrenéergicos possivelmente ativaria a lipomobilizacdo através da liberacdo de

hormdnios hipofisérios, talvez o horménio do crescimento (Neves, 1998).

ApoOs a injecdo das diversas substancias no ventriculo lateral dos pombos, estas,
automaticamente, dirigem-se via fluido cerebral para os demais ventriculos, podendo
agir em estruturas mais caudais, onde sua acdo poderia ser exercida em qualquer regido
cerebral por onde passa. Este fato toma dificil a identificacdo exata do local onde se
situam elementos neurais sensiveis ao carbacol e responsaveis pelas mudancas

metabdlicas ocorrida.

Métodos histoquimicos para visualizagdo dos locais onde possivelmente
encontrariamos acetilcolina (Ach) e receptores colinérgicos no SNC, tém sido obtidos
através de estudos bioquimicos de determinacdo da acetilcolinesterase, enzima

responsavel pela degradacdo da Ach na fenda sinaptica, e, também, pela determinacéo
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da enzima colina acil transferase, responsavel pela producdo de Ach pelos neurdnios

colinérgicos.

Medina e Reiner, em 1994, investigando a distribuicdo de acetilcolinesterase no
cérebro de pombos, verificaram que neurdnios colinérgicos aparecem no telencéfalo
basal, hipotdlamo, habenula, pré-tectum, tectum do mesencéfalo, istmo dorsal e nucleo
do nervo motor mediai, sendo a organizacdo colinérgica no cérebro de aves muito
parecida com a dos répteis e mamiferos. A maior diferenca entre as espécies seria no
telencéfalo, onde a quantidade de neurdnios colinérgicos aumentaria com o
desenvolvimento filogenético (Wéchtler, 1980). Segundo Nalta e Karten, em 1970, o
principal aumento no numero de neurdnios colinérgicos em mamiferos ndo ocorreu no
cortex, mas na parte basal do telencéfalo, predominantemente no estriado. Sendo que

essa tendénciaja e visivel no cérebro de aves (Wéchtler, 1980).

O neurotransmissor mais abundante no SNC de aves é a Ach. No cérebro,
receptores colinérgicos muscarinicos e nicotinicos estariam envolvidos com a atividade
da Ach liberada sinapticamente (Sorenson e Chiappinelli, 1992). Naresh e cols., em
1975, investigando o mecanismo colinérgico na termoregulacdo central em pombos,
observaram que sitios de receptores muscarinicos estariam espalhados pelo hipotdlamo

em regides muito mais acessiveis do que sitios de receptores nicotinicos.

Sugerindo similaridades na distribuicdo de receptores colinérgicos centrais entre
aves e mamiferos. Bali e cols. (1990) identificaram dois subtipos de receptores
colinérgicos muscarinicos, denominados Mi e M2, no cérebro de pombos, assim como,
em mamiferos. Porém, os dois subtipos de receptores colinérgicos se organizam em duas

populacdes de receptores, em diferentes locais, no cérebro de ratos (Spencer e cols.,
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1986), enquanto que em aves esses receptores demonstram similaridade na distribuicao

anatdomica (Dietl e cols., 1988)

De todas as areas cerebrais citadas acima, sabe-se que a regulacdo da atividade
autonébmica que controla a disposicdo de substratos energéticos encontra-se,
provavelmente, na regido hipotalamina (Benzo, 1983; Coimbra e Migliorini, 1983; Le
Magnem, 1983; Steffens e cols., 1984; Shimazu, 1986, 1987, Shimazu e cols., 1991;
Challet e cols., 1995). O hipotalamo € um local do SNC que abrange mdltiplas funcdes,
entre elas, a regulacdo dos niveis de glicose e AGL no plasma, controlados diretamente
por via neural, ou indiretamente pelos horménios (insulina, glucagon, adrenalina e
noradrenalina) (Steffens e cols., 1988). Varios nucleos hipotalamicos, tais como, o
HVM, HL, NPV e NDM, modulando a atividade autonémica dirigida ao figado,
pancreas endocrino e tecido adiposo, determinam a concentracdo dos AGL e da glicose
no sangue (Shimazu e cols.,, 1966; Shimazu e cols., 1976; Steffens e cols., 1984;

Shirokawa e Nakamura, 1987).

Nas aves, 0 modelo de projecGes hipotalamicas para o tronco cerebral e medula
espinhal ndo tem sido muito estudado. Porém , em 1983, Berk e Finkelstein, através de
andlise autoradiografica do hipotdlamo de pombos, observaram projecdes descendentes
do nucleo magnocelular periventricular (NPM) para a medula espinhal. Estas cursam
posteriormente através do hipotadlamo lateral, mesencéfalo, ponte e medula. No nivel
medular, as fibras giram dorsomedialmente e projetam-se para certas regides do nudcleo
do trato solitario e nucleo motor dorsal do vago. Um grupo de fibras desce também para
o0 nivel do cordéo espinhal toracico. Parece que o NPM do hipotalamo de pombos, seria
homologo ao NPV em mamiferos, j4 que as projecdes para o nucleo do trato solitario,
vago e medula espinhal tordcica denotam controle hipotalamico sobre certas funcdes

autondmicas nesta espécie. Essas projecdes hipotalamicas, entre aves e mamiferos.
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diferem apenas em relacdo as suas terminagc6es no ndcleo motor do vago. Nas aves, as
fibras no NPM seletivamente inervam o subndcleo parvicelular do nervo vago, enquanto
que em mamiferos todo o ndcleo vago recebe projecdes do NPV (Sofroniew e Schrell.,

1981).

O nucleo paraventricular, no mamifero, € considerado um receptor hipotalamico
de aferéncias da periferia (Sawchenko e Swanson, 1983; Swanson e Sawchenko, 1983;
Steffens e cols., 1984), além deste nucleo no hipotdlamo, como ja citado, apresentar
importante papel na integracdo da atividade do sistema nervoso autdbnomo, através de
conexdes com centros do parassimpatico e simpatico, mantendo conexdes diretas com
nucleos pré-ganglionares do complexo dorsal vagai e coluna de células intermediolateral
no segmento téraco lombar da medula espinhal (Luiten e cols., 1985; Steffens e cols.,
1988). O complexo dorsal vagai e a coluna de células intermediolateral sdo locais onde
se encontram 0s neurdnios pré-ganglionares de inervacdo parassimpatica e simpatica,

respectivamente, da maioria dos orgaos viscerais (Luiten e cols., 1987)

Dessa forma, o controle da lipolise induzido pela injecdo central de carbacol em
pombos, talvez possa ser mediada pela pela estimulacdo do NPM, que tem como
homologo em mamiferos o NPV. No entanto, para esclarecer efetivamente a localizacéo
correta dos receptores muscarinicos centrais envolvidos na lipomobilizacdo provocada
pelo carbacol, é necessaria a realizacdo de futuros experimentos onde deveria constar o
mapeamento destes receptores ou a estimulacdo quimica de areas mais especificas no

SNC.

Corroborando com resultados encontrados em experimentos anteriores
(Paschoalini, 1990; DeMello, 1996), os niveis glicémicos ndo sofreram alteracdo nos

grupos discutidos acima. Assim, nos animais tratados com carbacol (i.c.v.) + pré-
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tratamento com escopolamina ou metil-escopolamina ou mecamilamina por via i.c.v., a
concentracdo plasmatica de glicose manteve-se semelhante aos seiis respectivos grupos

controles.

Diferentemente, em mamiferos, a estimulacdo central com agonistas colinérgicos
eleva a concentracdo plasmatica de glicose ( Komer e Ramu, 1976; Brown e Fisher,
1980; Fisher e Brown, 1980; Barbosa e Migliorini, 1982; Iguchi e cols., 1986, 1988;
Honmura e cols., 1992). Onde os neurdnios colinoceptivos nas areas HL, NPV e HVM
estavam envolvidos na glico-regulacdo (Honmura e cols., 1992). Segundo Iguchi e cols.
(1986), num estudo realizado com ratos, observaram que a resposta hiperglicémica apés
injecdo central do agonista colinérgico seria mediada no sistema nervoso central por
receptores muscarinicos e ndo nicotinicos, ja que a prévia administracdo de atropina, um
antagonista muscarinico, blogueou esta acdo. Entretanto, Ishikawa e cols., em 1982,
observaram em coelhos que o aumento da glicemia apds estimulacdo central com
carbacol seria mediada por receptores nicotinicos, encontrados na area hipotalamica
ventromedial. Essa resposta foi também verificada quando estimulada a area

hipotalamica lateral de ratos (Honmura e cols., 1992).

Percebe-se, em pombos, diferencas na capacidade do SNC em controlar a
lipomobilizacdo e homeostase de glicose, uma vez que o carbacol quando administrado

por via i.c.v. provoca ativacdo da lipolise mas ndo desencadeia a hiperglicemia.

Finalizando, analisaremos a participacdo da neostigmina, um inibidor da
acetilcolinesterase que aumenta, desta forma, a disponibilidade de acetilcolina na fenda,
sinaptica, sobre a utilizacdo de substratos energéticos em pombos. Nossos resultados

demonstram que ndo houve alteracdo na concentracdo plasmatica dos AGL (Fig. 8 A)
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durante todo o periodo experimental. Entretanto, a injecdo de neostigmina Lc.v. resultou

em resposta hiperglicémica (Fig. 8 B).

Esses dados sdo aparentemente contraditérios, uma vez que a injecdo Lc.v. de
carbacol (agonista de receptores nicotinicos e muscarinicos) nao modifica a glicemia em
pombos. No entanto, é possivel que o carbacol em pombos atue preferencialmente em
receptores muscarinicos, e que o efeito da neostigmina seja mediado preferencialmente

pela interacdo da acetilcolina com receptores nicotinicos centrais.

A liberacdo de Ach pelos neurdnios colinérgicos centrais que alcancam esses
receptores nicotinicos poderia ser constante, sugerindo uma liberagdo ténica de Ach nas
sinapses centrais envolvidas com a regulacdo da glicemia, visto que o tratamento com
neostigmina provocou aumento nos niveis de glicose plasmatica. Por outro lado,
receptores muscarinicos centrais, envolvidos com a lipomobilizacdo induzida apds
administracdo Lc.v. de carbacol, liberariam Ach apenas em situacGes onde houvesse
maior demanda energética, ou seja, essas terminacbes ndo teriam uma atividade
continua. Dessa forma, o tratamento com neostigmina ndo poderia afetar a concentracéo
dos AGL no plasma, uma vez que a liberacdo de Ach nessas sinapses estariam
aparentemente ausentes ou acontecendo em quantidades muito pequenas. Para

esclarecermos efetivamente esta questdo, novos experimentos devem ser realizados.
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