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Estudos anteriores realizados no laboratério do Departamento de Fisiologia do
Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Santa Catarina, mostraram que
injecéo intracerebroventricular de serotonina (5-HT), em pombos realimentados apos
jejum 24 h, reduziu a quantidade de alimentos ingeridos e aumentou a ingestéo de agua.
O presente trabalho teve como objetivo investigar o possivel envolvimento de receptores
serotonérgicos presentes no nucleo paraventricular do hipotdlamo (NPV) na regulagéo
destes comportamentos ingestivos. Foram utilizados pombos adultos (Columba livia), que
tiveram canulas-guia cronicamente implantadas no hipotalamo préximas ao NPV,
permitindo microinjecées com uma agulha injetora que excedia em 0,7; 1,4; 2,1; 2,8;0ou
3,5 mm a canula-guia. Esses animais foram divididos em dois grupos experimentais: a)
animais privados de ragao por um periodo de 24 h e tratados com 5-HT ou seu veiculo ac.
ascorbico 1%, (200 nl); b) animais alimentados ad libitum tratados com metergolina
(antagonista nao-seletivo de receptor serotonérgico), nas doses de 100, 50, 25 nmol ou
seu controle ac. ascorbico 5%, (200 nl). Apds a injegdo, 0s animais retornavam as suas
gaiolas, que continham agua e alimento previamente medidos. Durantes os 60 minutos
ap0s as injecoes, registrava-se a quantidade de alimento e de agua ingeridos, a duragao
e a laténcia para iniciar esses comportamentos, assim como das posturas tipicas de sono,
autolimpeza e locomocgéao, por meio de observacdo direta e sistematica. Os resultados
obtidos mostraram que a administracdo de 31 nmol de 5-HT no NPV reduziu em
aproximadamente 70% a quantidade de alimento ingerido na realimentacao,
acompanhado por uma diminuigdo na duragéo total da ingestdo de alimentos sem alterar
no entanto, a laténcia para iniciar essa resposta. Ndo obtivemos nenhuma alteragao
estatisticamente significante com relagédo & ingestdo de agua apds a administracao de 5-
HT no NPV. Apés a administragdo de 100 nmol de metergolina no NPV, o consumo de
alimento foi aproximadamente, 7 vezes superior aquele observado no grupo controle,

seguido de uma elevagdo na duracido dessa resposta. A laténcia para iniciar o primeiro



episédio de ingestdo de alimentos ndo apresentou alteragdes estatisticamente
significantes. Quando a mesma dose de 5-HT ou de 100 nmol de metergolina foi
administrada, respectivamente, no 3° ventriculo de pombos realimentados apds jejum de
24 h ou saciados, todos os comportamentos ingestivos e nao ingestivos mantiveram-se
inalterados. O efeito desencadeado sobre a ingestao de alimentos apds a administragéo
de 5-HT ou de seu antagonista no NPV parece ndo estar associado a agdes inespecificas,
ou a algum comprometimento motor, uma vez que n&o houve alteragdes comportamentais
ndo ingestivas observaveis apés ambos os tratamentos. De maneira geral, esses
resultados indicam a presenca de receptores serotonérgicos no NPV envolvidos no
controle neural da ingestdao de alimentos em pombos, e que estes receptores nao
participam no controle neural da ingestdo de agua. Além disso, mostram também, que
influéncia serotonérgica sobre os seus receptores localizados no NPV e, envolvidos com a

regulacao da ingestdo de alimentos em pombos, parece ser continua e inibitéria.



ABSTRACT



vii

Previous studies carried out in our Ilaboratory showed that the
intracerebroventricular injection of serotonin (5HT), in pigeons which had been fed after 24
hours of fasting, decreased food intake and increased water intake. The objective of the
present study was to investigate the possible involvement of serotonin receptors of the
PVN in the regulation of these behaviours. Adult pigeons (Columba livia) received
permanent implants of guide cannulae in the hypothalamus adjacent to the paraventricular
nucleus (PVN); the guide cannulae were used to direct microinjeotions via injection
cannulae whose length exceeded that of the former by 0.7, 1.4, 2.1, 2.8 or 3.5 mm. The
animals were divided in two experimental groups: a) animals deprived of food for a 24-
hour period and treated with 200 nl of 5-HT or 1% ascorbic acid vehicle; b) animals
allowed to feed freely and treated with 200 nl of metergoline, at doses of 25, 50 or 100
nmol, or 5% ascorbic acid vehicle. Following injection animals were returned to their cages
which contained pre-measured water and food. The quantity of food and water ingested
during the 60 minutes after injection was recorded by direct, systematic observation,
' togethér with the duration of, and the latency to begin, feeding, as well as the time spent in
postures typical of sleep, preening and locomotion. The results obtained showed that the |
administration of 31 nmol of 5-HT to the PVN caused a decrease of approximately 70% in
the quantity of food consumed on refeeding after fasting, this was accompanied by a
decrease in the total time spent feeding, although there was no change in the latency to
begin feeding. Following the injection of 100 nmol of metergoline in the PVN, food
consumption was approximately 7 times higher than that observed in the control group;
increased consumption was accompanied by increased duration of feeding. There were no
statistically significant changes in the latency to commence the first period of feeding.
When the same dose of 5-HT or the highest dose of metergoline was injected into the third
ventricle of free-feeding animals or animals refed after 24 hours of fasting neither feeding

nor other behaviours were altered. The effect on feeding behaviour of injecting 5-HT or its
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antagonist into the PVN did not appear to result from a non-specific action or from a motor
deficit, since there was no detectable change in the non-feeding behaviours in either
treatment. Overall, these results suggest that serotonin receptors in the PVN are involved
in the neural control of feeding behaviour in pigeons, and that these receptors do not
participate in the neural control of water intake. Furthermore, the resuits show that the
action of serotonin, mediated by its receptors in the PVN involved in the regulation of

feeding in pigeons, is continuous and inhibitory.
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A manutengdo da vida requer um constante suprimento de fontes nutritivas para
todo o corpo. Fontes estas utilizadas para gerar energia e preservar as estruturas
corporais (Foster e Mcgarr, 1996). O combustivel para a producdo desta energia é
conseguido através dos alimentos que depois de consumidos s&o digeridos, absorvidos e
metabolizados no meio intracelular (Strubbe, 1994). O sistema regulador deste processo
é complexo, envolvendo diversos fatores originados tanto do meio interno como no meio
externo (Morley, 1987; York, 1990; Greger, 1996).

Blundell (1991) propds a organizagao desse sistema em trés niveis, que incluem:
1. Eventos psicolégicos, dos quais fazem parte a percepcao da fome, apetite especifico,

aspecto hedbnico dos alimentos;

2. Eventos fisiolégicos periféricos, os quais englobam informagbes aferentes que
controlam a ingestao de alimento antes e imediatamente apds o seu inicio, por meio
da regulagao da atividade de mecano-receptores e quimio-receptores localizados na
parede do trato- gastrointestinal. Esses receptores monitoram as alteragGes
fisiolégicas ocorridas, . passando essas ‘informacées ao Sistema Nervoso Central
(SNC).

3. Sistema de integracao entre neurotransmissores e interagées metabdlicas no préprio
tecido cerebral, induzindo respostas neurais que ativam ou inibem o comportamento
alimentar.

S3o varios os locais do SNC que controlam o comportamento alimentar, ainda que
seja o hipotalamo que funcione como principal centro integrador. Nele existe uma
circuitaria que interliga diversos sitios, uma rede de elaboragdo e emissdo de sinais
anorexigénicos e orexigénicos, ajustando os sinais relacionados ao apetite e saciedade.
Os neurbnios que produzem esses sinais moleculares estdo sujeitos a modulacao
exercida por estimulos sensoriais € por uma variedade de horménios e metabdlitos

encontrados no meio interno (Kaira e cols., 1999).



1. HORMONIOS E METABOLITOS

A insulina apresenta um papel muito importante no metabolismo energético e
também exerce influéncia sobre o comportamento alimentar. A infusédo central de insulina
atenua o aumento da expresséo génica de neuropeptideo Y (NPY) induzida pelo jejum em
mamiferos e diminui a sua liberagdo. Se a insulina inibe a liberagdo de NPY dos terminais
nervosos no nucleo hipotalamico paraventricular (NPV), é possivel que a insulina pés-
prandial, juntamente com a leptina, exercam uma inibicdo sobre liberacdo de NPY no
NPV, prevenindo desta maneira a hiperfagla provocada por esse peptideo (Xu e cols.,
1999).

A colecistocinina (CCK), também esta envolvida com o controle da ingestao de
alimento; & secretada durante as refeicbes em resposta a presenga de nutrientes na
parede intestinal. A CCK parece agir em fibras aferentes do vago abdominal, sensiveis a
distensdo gastrica, e que se projetam para o nucleo do trato solitario (Smith e cols.,
1985); um de seus papéis principais & estimular os sinais de saciedade (Woods e Stricker,
1999). Microinjegcées de CCK no NPV inibem a via noradrenérgica, o que acaba por
ocasionar hipofagia (McCaleb e Myers, 1980).

O glucagon pancreatico € outro horménio descrito como uma substancia que
provoca uma resposta hipofagica. Seu local de acdo parece ser o figado, pois quando
injetado na veia porta, a reducao na ingestao de alimentos é mais potente, principalmente
em ratos saciados (Rowland e cols., 1996).

A leptina, o hormdnio mais recentemente identificado como fator de saciedade, é
produzida e liberada pelo tecido adiposo na corrente sangillinea de ratos, camundongos e
humanos. Esse dado reforca a hipétese lipostatica (Kennedy, 1953; Mayer, 1955),
sugerindo que a quantidade de gordura encontrada no organismo, particularmente a
reserva de triglicerideos, regularia a ingestdo de alimentos. A administragdo de leptina

centralmente ou perifericamente em camundongos geneticamente obesos (ob/ob) e em



seus controles magros, reduz a ingestdo de alimentos e o peso corporal desses animais.
O local exato de acdao da leptina no SNC, ainda permanece incerto; no entanto,
microinjecées de leptina no nlcleo arqueado (ARQ) nucleo hipotalamico ventromedial
(VMH) e area hipotalamica lateral (AHL) inibem a ingest3o de alimento em ratos, com
destaque para o nucleo ARQ (Satoh e cols., 1997).

Os substratos energéticos desencadeiam sinais de poés-ingestdo, que também
podem modular a ingestdao de alimentos (Oomura e cols., 1974). A concentragdo de
glicose no sangue pode desencadear tanto sinais de fome, como também de saciedade,
dependendo sempre do nivel sangiineo desse metabdlito.

Estudos mostram que apés a infus&do intravenosa de glicose ocorre reducao do
consumo de alimentos e aumento do intervalo entre as refeigbes (Nicolaidis e Rowland,
1976). Adicionalmente, indicam também que a ingestdo de alimentos induzida pela
hipoglicemia aguda pode ser revertida através da infusao intravenosa de glicose (Stricker
e cols., 1977). A administrac&o sistémica de 2-desoxi-D-glicose, um analogo da glicose
que antagoniza a utilizacdo de glicose e impede que a glicose seja utilizada pela célula,
estimula a ingestao de alimentos em ratos (Smith e Gibbs, 1979). Esses dados inserem-
se na teoria glicostatica, proposta por Maye\r em 1955, sugverindo que a fome e a
saciedade sao sinais totalmente dependentes dos niveis de glicose sanglinea, ou seja,
niveis baixos de incose_ levariam a fome, e niveis altos de glicose a saciedade.

Outros metabédlitos que podem desencadear aumento no consumo de alimentos
séo_ os produtos do metabolismo de lipidios, como o mercaptoacetato e o

metilpalmoxirato, que séo inibidores da oxidacao de acidos graxos (Ritter e cols., 1994).

2. NEUROPEPTIDEOS E NEUROTRANSMISSORES NAO PEPTIDEOS

Entre os neuropeptideos envolvidos com o controle da ingestao de alimentos,

destaca-se o NPY, que pode ser encontrado nos corpos celulares e axénios do NPV,



ntcleo hipotaldmico ventromedial e dorso medial, nicleo arqueado e hipotalamo
perifornical (Sahu e cols., 1988). O NPV é um distrito hipotalamico muito sensivel aos
efeitos do NPY. A administragio de microinjegées de NPY no NPV aumenta a ingestdo de
alimentos em ratos saciados (Stanley e cols., 1985) e estimula o apetite especifico por
carboidratos (Jhanwar-Uniyal e cols., 1993).

A galanina é outro neuropeptideo envolvido no controle da ingestao de alimentos.
Evidéncias na literatura mostram que microinjecdes de galanina no NPV, na AHL, no
nucleo hipotaldmico ventromedial ou no nuicleo central da amigdala estimulam a ingestao
de alimentos (Kyrkouli e cols., 1986) e o apetite especifico para gorduras (Leibowitz,
1994; Levin, 1995).

As hipocretinas e orexinas sdao uma nova classe de peptideos que foram
localizadas nas areas dorsal e ventral do hipotdlamo e no hipotalamo perifornical.
Evidéncias encontradas na literatura mostram que inje¢ées intracerebroventricular (i.c.v.)
de orexina A e orexina B estimulam, de forma dose dependente, a ingestao de alimentos
em ratos, sendo a orexina A a mais eficiente em estimular a ingestdao de nutrientes
(Sakurai e cols,. 1998).

O horménio melanotréfico a-MSH) é outro peptideo envolvido com o controle da
ingestéo de alimentos, embora ainda exista controvérsia com relagdo ao papel fisiolégico
exato desempenhado por ele. Presse e cols. (1996) mostraram que a inje¢ao de o-MSH
na zona incerta e AHL desencadeia efeitos supressivos sobre o consumo de alimentos na
fase escura do ciclo claro-escuro, induzindo a perda de peso corporal no animal. Ja Rossi
e cols. (1997) confirmaram o poder orexigénico do a-MSH em ratos, mas associado ao
NPY, pois a ingestao induzida somente pelo a-MSH foi pequena e de curta duracao.

O hormonio liberador da corticotrofina (CRH) também estd envolvido com o
controle da ingestao de alimentos e, seu efeito hipofagico tem sido apontado na literatura.

Dados da literatura tém demonstrado que a microinjecdo de CRH no NPV desencadeia



efeitos hipofagicos em ratos durante a fase escura do ciclo claro- escuro, reduzindo a
ingestdo de nutrientes na realimentagéo (Krahn e cols., 1984).

Além dos neuropeptideos, o intensivo exame dos sistemas cerebrais que regulam
o comportamento alimentar, em mamiferos, identificou um grande numero de
neurotransmissores n3o peptideos que parecem contribuir para o controle neural da
ingestdo de alimento; dentre eles destacam-se a noradrenalina, a adrenalina e a
serotonina.

As catecolaminas foram os primeiros compostos administrados centralmente em
mamiferos e exercem um papel muito importante no controle da ingestao alimentar (Bray,
1992). A administracdo de catecolaminas por via i.c.v. ou diretamente no hipotalamo
medial, estimula fortemente a ingestdo de alimentos em mamiferos e em diferentes
condicbes nutricionais (Antunes-Rodrigues e McCann, 1970; Leibowitz, 1975, 1980).
Diversos nucleos hipotalamicos, em especial o NPV, parecem estar envolvidos com a
resposta hiperfagica induzida pela adrenalina e pela noradrenalina (Leibowitz, 1988), que
vao interagir com receptores tipo alfa-adrenérgicos localizados no NPV (Leibowitz, 1980,
1986), sendo este nucleo muito sensivel aos efeitos hiperfagicos das catecolaminas. A
acao catecolaminérgica no NPV nio apenas aumenta a ingestao de alimentos, como
também, parece induzir o apetite seletivo para carboidratos (Leibowitz, 1988).

O sistema serotonérgico também ocupa um papel importante na regulagao da
ingestao de alimento. Durante os ultimos 15 anos, a serotonina (5-hidroxitriptamina,
5-HT), os circuitos que a utilizam como mensageiro neuronal, os mecanismos celulares e
os receptores sobre as quais a 5-HT atua, tém sido alvo de intensas investigacées
neurobioldgicas, tanto a respeito de suas fungdes fisiologicas quanto a sua aplicagao na
psicopatologia e na farmacoterapia.

A primeira indicacdo do envolvimento da 5-HT no controle neural da ingestdao de

alimentos vem de estudos nos quais o uso do precursor da 5-HT, o aminoacido essencial



triptofano, ou de 5-hidroxitriptofano ou de agonistas ndo seletivos como a quinpazina,
causaram uma redugéo na ingestdo de alimentos em ratos (Joyce e Mrosovsky, 1964;
Fernstrom e Wurtman, 1972). Similarmente, varios autores descreveram que a deplegéo
serotonérgica induzida pelo inibidor da sintese de 5-HT, a para-clorofenilalanina (PCPA)
ou pela toxina 5,7-dihidroxitamina (5,7-DHT), aumentaram a ingestao de alimentos em
ratos (Ferguson, Cohen, Mcgarr, 1969).

Em humanos, a administracdo de agentes serotonérgicos como dexfenfluramina
(um agonista serotonérgico, que age aumentando a liberagéo e diminuindo a recaptagéao
pré-sinaptica da 5-HT) ou fluoxetina (que é um antidepressivo com propriedades
anoréticas que age inibindo a recaptacdo de 5-HT nas terminagdes sinapticas) induz a
anorexia pelo aumento da disponibilidade sinaptica de 5-HT, sugerindo que o0 aumento da
transmissao serotonérgica esta mais envolvido com o fendmeno da sacia¢ao, pois ambos
os compostos modificam o padrdao de ingestao alimentaf, diminuindo o tamanho da
refeicao (Leibowitz, 1988; Simansky, 1996). Em 1977, Blundell propds a hipétese de que
a 5-HT seria um fator de saciedade. Estudos posteriores, nos quais a administragéo de
agonistas ou antagonistas serotonérgicos foi efetuada tanto centralmente como
perifericamente, comprovaram que a 5-HT exerce um papel inibitério sobre a ingestao de
alimentos, (Blundell, 1984; Curzon, 1990; Currie e Coscina, 1994; Simansky, 1996).

Os efeitos hipofagicos da 5-HT e de seus agonistas parecem ser mediados por
alguns dos subtipos de receptores pré e pés-sinapticos presentes em circuitos
hipotalamicos (Bovetto e Richard, 1995; Glennon e Dukat, 1995, Samanin e Grignaschi,
1996). A descoberta desses subtipos de receptores serotonérgicos - 5-HT1(4a, 10, 14, 1e, 1f),
5-HT2 (2a 2, 2¢), 5-HT3, 5-HT,, 5-HTs, 5-HTs, 5-HT; , e o desenvolvimento de ligantes que
agem seletivamente sobre eles, permitiram uma maior compreensdo dos componentes

serotonérgicos envolvidos no mecanismo neural de controle da saciedade, e também,



possibilitaram a indicagdo de novas drogas no tratamento de desordens alimentares como
obesidade, anorexia e bulimia (Dourish, 1992).

Dentre os diversos subtipos de receptores para a 5-HT, os receptores 5-HT;, tém
recebido atencdo particularmente intensa. Receptores 5-HT,, centrais podem estar
localizados pos-sinapticamente aos terminais serotonérgicos ou em corpos celulares de
neurdnios serotonérgicos localizados no tronco cerebral (denominados receptores
somato-dendriticos ou receptores pré-sinapticos). A ativagdo de receptores pré-sinapticos
por um agonista de receptores 5-HT,, hiperpolariza a membrana celular, acarretando uma
redugdo nos disparos.de neurdnios serotonérgicos, bem como a redugado da sintese e
liberacdo de 5-HT nos campos terminais destas células (Kreiss e Lucki, 1997; Martin e
cols., 1999). A ativacao destes auto-receptores, induzindo a uma diminui¢cdo da atividade
serotonérgica na fenda sinaptica provoca um aumento na ingestao de alimentos (Bendotti
e Samanin, 1986; Hutson e cols., 1988).

Evidéncias adicionais encontradas na literatura reforgam a participacdo dos
receptores 5-HT.; no controle da ingestdo de alimento. Em 1985, Dourish e cols. foram
os primeiros autores a sugerir o envolvimento desses receptores na regulagdo da
ingestdo de alimentos. A partir dessa data, numerosas evidéncias mostraram que a
ativacado de auto-receptores, provocada por intermédio da administragao de 8-OH-DPAT
(8-hidroxi, 2-(di-n-propilamino)-tetralina), agonista serotonérgico 5-HT,, por via periférica,
i.c.v. ou na rafe pontomesencefalica induz a hiperfagia, além de uma elevagdo no
consumo de agua (Gilbert e Dourish, 1987; Hutson e cols., 1988; Leibowitz, 1990;
Fletcher e Coscina, 1993; Currie e cols., 1994; O'Connel e Curzon, 1996, Steffens e
cols.,1997). Esses efeitos sdo provocados de forma dose-dependentes e sao atenuados
por antagonistas seletivos de receptores 5-HT,,, como o WAY — 100135. O efeito
hiperfagico resultante da ativagao do auto-receptor & bloqueado, também, pela deplegao

central de 5-HT provocada pela administracao de PCPA ou 5,7 DHT. Todos esses dados



sugerem que receptores pré-sinapticos 5-HT,, participam do controle neural da ingestéo
de alimentos.

Existem também outros tipos de receptores serotonérgicos, considerados pos-
sinapticos, envolvidos na regulagao da ingestao de alimentos; sua ativagdo induzida pelo
aumento na transmissdo serotonérgica reduz a quantidade de alimento ingerido
(Blundell,1984). Alguns estudos apontam que a ativacdo dos receptores 5-HT,, , induz a
saciedade em ratos (Grignaschi € Samanin, 1993).. Além disso, estudos envolvendo a
analise de seqiiéncia de saciedade pds-prandial (Simansky e Vaidya, 1990; Kitchener e
Dourish, 1994) mostraram que a ativagéo de receptores 5-HT,, e 5-HT,, aceleram o
aparecimento da saciagdo. A ativagdo de receptores 5-HT,, parece estar envolvida na
hipofagia induzida pelo estresse de imobilizagdo (Grignaschi e cols., 1992). Esse conjunto
de dados reforga a participacdo dos receptores 5-HTy, e 5-HT./5-HT,. na resposta

hipofagica desencadeada pela 5-HT em mamiferos.

3. AREAS HIPOTALAMICAS ENVOLVIDAS NO CONTROLE NEURAL DA INGESTAO DE

ALIMENTOS

Em 1940, foi demonstrado por Hetherington e Ranson que pequenas lesbes no
hipotalamo ventromedial causavam obesidade em ratos. A h_iperfagia foi apontada como a
principal causa da obesidade ind‘uzida pela destruicdo dessa area do hipotalamo (Brobeck
e cols., 1943). Por outro lado, lesdes localizadas mais lateralmente ao hipotalamo ventral,
causaram hipofagia e perda de peso nos animais estudados (Anand e Brobeck., 1951).

Com base nesses dados, em 1954, Stellar postulou a chamada “Teoria do duplo
centro”, onde o hipotalamo lateral seria responsavel pela fome e o hipotdlamo ventro-
medial seria responsavel pela saciedade. Esta hipétese tradicional baseada na teoria do
duplo centro para explicar como funciona o mecanismo neural de regulacio da ingestao

de alimentos nao foi totalmente descartada, mas tem sido considerada ultrapassada, visto
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que varios outros distritos hipotalamicos e extra-hipotalamicos estdo também envolvidos
no controle da ingestao de alimentos.

A participagdo de outros sitios hipotalamicos como o n. dorso mediai (Bernardis,
1987), n. paraventricular do hipotalamo (Sclafani, 1977), o n. arqueado (Chronwall, 1985),
o n. supraquiasmatico (Nagai e cols., 1978), além do n. ventromedial e da area
hipotalamica lateral nos mecanismos neuronais que afetam a ingestao de alimentos foi
indicada pelos resultados extraidos de estudos empregando técnicas de transecgbes
cirirgicas, de lesdes ou de estimulagdo quimica de diferentes nucleos hipotalamicos.

Dos ntcleos hipotalamicos citados acima, o NPV tem sido amplamente estudado.
O NPV tem uma estrutura neural complexa (Swanson e Kuypers; 1980); recebe
infformagdes dos 6rgaos circunventriculares (Sawchenko e Swanson, 1993); mantém uma
variedade de conexdes diretas e indiretas como o eixo hipotalamo- hipéfise- adrenal
(HPA); possui conexao direta com nucleos pré-ganglionares simpatico e parassimpatico
(Atrens e cols., 1993); tem reciprocas conexdes com a eminéncia média, hipotalamo
‘dorso medial e medula espinhal .(Saper e cols., 1976), considerado, assim, um sitio
~ integrador de mecanismos autonémicos e neuroenddcrinos (Atrens e cols., 1993). O NPV
também esta envolvido no controle neural da ingestdo de alimento (Leibowitz, 1981;
Leibowitz, 1985).

Em ratos, lesdes no NPV resultam em hiperfagia e obesidade (Leibowitz e cols.,
1981). Experimentos utilizando microinjecdes de NPY (Stanley e cols., 1985), galanina
(Kyrkouli e cols., 1990), orexinas (Dube e cols, 1998), GABA (Kelly e Grossman, 1980),
noradrenalina e adrenalina no NPV (Leibowitz, 1978) mostraram que todas essas
substancias estimulam a ingestdo de alimentos. Por outro lado, € um nucleo
particularmente sensivel ao efeito inibitério induzido pela 5-HT sobre a ingestao de
alimentos (Currie, 1996). Esse conjunto de resultados sugere que no NPV existem varios

tipos de receptores envolvidos na regulacao da ingestdo de nutrientes.
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Evidéncias na literatura apontam o NPV como um dos principais sitios, onde a
5-HT atua modulando a ingestdo de alimentos em mamiferos (Leibowitz, 1990; Rowland e
cols., 1996; Leibowitz e Alexander, 1998). No NPV de ratos, foi identificada uma alta
densidade de receptores serotonérgicos 5-HT, € 5-HT,. , em contraste com uma baixa
densidade de receptores 5-HT,, (Leibowitz e Jhanwar-Uniyal, 1989). Por isso, a
administracdo direta e indireta de agonistas de receptores 5-HT no NPV reduz a ingestao
de alimentos (Hutson e cols., 1988; Wéiss e cols., 1990; Shor-Posner e cols., 1996),
sendo eséa resposta bloqueada por antagonista ndo seletivo de receptores
serotonérgicos, como a metergolina, que bloqueia a anorexia induzida pela 5-HT
estimulando a ingestdo de alimentos acima de niveis basais em ratos (Dube, 1992;

Rowland, 1993; Currie e Coscina, 1996; Pauwels, 1997).

- 4, CONTROLE DA INGESTAO DE ALIMENTOS EM AVES

Os mecanismos centrais de regulacdo dos fendémenos ingestivos tém sido
intensamente explorados em mamiferos, e, em menor grau, em aves. Até o presente
momento., os dados obtidos a partir de estudos realizados em aves sugerem que 0O
controle neural da ingestdo de alimentos apresenta diversas semelhangas com os
mecanismos neurais operantes em mamiferos (Denbow, 1989; Kuenzel, 1994).

Os primeiros experimentos realizados com o 6bjetivo de revelar quais os
mecanismos neurais operantes em aves, utilizaram a técnica de lesGes na AHL ou no
hipotalamo ventromedial de aves domésticas, como galinhas, ou de aves selvagens, que
migram uma vez no ano para reprodugdo. Os resultados mostraram que a lesdo na AHL
provoca hipofagia. Por outro lado, a lesdo do hipotalamo ventromedial induz a hiperfagia e
consequiente aumento de peso corporal. Esses dados indicaram que os efeitos da lesdo

hipotalamica sobre a ingestdo de alimentos em aves eram semelhantes aqueles
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observados em mamiferos (Lepkovsky e Yasuda, 1966; Kuenzel e Helms, 1967, 1970;
Snapir e cols., 1973; Kuenzel, 1974; Sonoda e cols., 1975).

Em aves, a ingestdo de alimentos e alguns processos metabdlicos associados
parecem ser controlados por circuitos que interconectam diversos distritos hipotalamicos
entre si (como o n. paraventricular, o n. ventromedial, a area hipotalamica lateral, a area
pré-6ptica medial) (Kuenzel, 1999). A regulagcdo da ingestdo de alimentos e seus
correlatos metabdlicos em aves também podem ser mediados por uma vasta quantidade
de agentes neuroativos, incluindo aminas biogénicas (adrenalina, noradrenalina, 5-HT),
peptideos (NPY) e horménios (CCK, glucagon, insulina) (Kuenzel, 1994).

Como em mamiferos, os mecanismos de controle de ingestao der alimentos em
aves parecem incluir a participacdo de circuitos catecolaminérgicos que induzem
respostas hiperfagicas (Canello e cols., 1993; Hagemann e cols., 1998) e serotonérgicos
que induzem respostas hipofagicas (Steffens e cols., 1997; Steffens, 1999).

Em aves, o papel exercido pelas catecolaminas sobre controle da ingestdo de
alimentos é muito parecido com o descrito em mamiferos. Experimentos realizados em
frangos de ;:orte selecionados geneticamente para crescimento rapido, mostraram que a
injecdo i.c.v. de adrenalina aumenta de forma significante a ingestao alimentar (Denbow e
cols., 1981), enquanto que, a injecdo de dopamina ndo causa nenhuma alteragao
(Denbow, 1988). Em> frangos Leghorn, selecionados para ovoposicao, a hiperfagia
induzida pela adrenalina nao foi observada (Denbow e cols., 1983). Adicionalmente dados
do nosso laboratério mostraram que a injecao i.c.v. de adrenalina aumenta o consumo de
alimento em pombos saciados (Ravazio e Paschoalini, 1992; Canello e cols., 1993). Com
o objetivo de identificar o tipo de receptor adrenérgico envolvido com a regulagdo da
ingestdao de alimentos, foram realizados experimentos em nosso laboratério utilizando
pombos pré-tratados (i.c.v.) com antagonistas de receptores alfa ou beta adrenérgicos,

antes da injegdo i.c.v. de noradrenalina. Os resultados obtidos mostraram que a
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noradrenalina estimula a ingestdao de alimento em pombos saclados através de sua
interacdo com rece;>tores do tipo alfa adrenérgico (Ravazio e Praschoalini 1991, 1992).

Para localizar os distritos do SNC, envolvidos com o controle neural da ingestao de
alimentos em pombos, as injegbes i.c.v foram substituidas por injecées locais de
adrenalina e noradrenalina. Estudos realizados através de inje¢des de adrenalina na area
pré-optica mediai, nlcleo hipotalamico mediai anterior, NPV ou nucleo septal medial
resultaram em aumento da ingestdo de nutrientes em galinhas (Denbow e Sheppard,
1993). Em outros locais, como perto do 6rgao septal lateral, no nucleo reticular superior,
essa catecolamina reduziu a ingestao de alimento (Denbow e Sheppard, 1993). Dados de
nosso laboratério mostram que a administragdo de adrenalina e noradrenalina no NPV de
pombos saciados eleva a ingestdo de alimentos através de sua interagdao com
receptores alfa adrenérgicos (Hagemann e cols. 1998).

A hiperfagia desencadeada pela injegdo de adrenalina neste nucleo foi
significativamente maior do que aquela provocada pela administragdo de noradrenalina no
mesmo local. O pré-tratamento com fentolamina suprimiu a hiperfagia ‘ocasionada pela
ihjegéo de adrenalina e noradrenalina no NPV; por outro lado, o pré-tratamento com
propanolol nao alterou a resposta hiperfagica decorrente da administragdo de ambas as
catecolaminas (Hagemann e cols., 1998). Esse conjunto de observagdes demonstra que a
ativagdo de receptores adrenérgicos no NPV de aves desencadeia um efeito hiperfagico
semelhante aquele observado apds a administracdo de catecolaminas no NPV de
mamiferos. De modo similar, nos dois géneros, essa resposta hiperfagica parece ser
mediada pela ativagao de receptores alfa adrenérgicos.

O circuito serotonérgico nas aves também parece desempenhar um papel
fisiolégico sobre a regulacdo da ingestdo de alimento semelhante aquele observado em
mamiferos. Dados na literatura apontam a existéncia de um vasto sistema serotonérgico

no cérebro de aves (Yamada e Sano, 1985; Alesci e Bagnoli, 1988; Cozzi e cols.,1991;).
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De forma similar em mamiferos, células imunoreativas 5-HT em diversas espécies de
aves, sao principalmente encontradas no nucleo da rafe ponto mesencefalica, da qual
partem sistemas de fibras ascendentes, dirigindo-se ao telencéfalo e fibras descendentes
dirigindo-se a medula espinhal. Sistemas eferentes serotonérgicos possuem abundantes
fibras supraependimais nas paredes cerebroventriculares (Challet e cols., 1996).

Além disso, corpos celulares 5-HT reativos também podem ser encontrados em
distritos mais laterais do tronco encefalico e no NPV. (Okado e cols., 1996; Challet e cols.,
1996). Desse ultimo, prolongamentos de neurdnios serotonérgicos fazem contato com o
liquido cefalorraquidiano (Hirunagi e cols. 1992). Essas células serotonérgicas em contato
com o liquido cefaloraquidiano representam um atributo distinto de vertebrados néo
mamiferos, e podem mediar juntamente com o sistema serotonérgico originado na rafe
ponto mesencefalica as respostas da ingestdo de alimentos e agua.

Dados na literatura apontando a participagao do circuito serotonérgico no controle
neural da ingestao de alimentos em aves ainda sdo em numero reduzido, e conflitantes.
Alguns dos dados encontrados demonstram que os efeitos da 5-HT sobre a ingestao de
alimentos parecem depender da linhagem estudada. Em frangos Leghorn (selecionados
geneticamente para ovoposi¢cao) ou em perus, ambos saciados ou submetidos a jejum de
24 h, injegdes i.c.v. de 5-HT provocam redugdo na ingestdo de alimentos (Denbow e cols.,
1983; Denbow, 1984). Ao contrario, o mesmo tratamento em frangos de corte
(selecionados geneticamente para o crescimento rapido) ndo altera (em animais privados
de alimentos por 24 h) ou provoca uma modesta redugcdo (em animais saciados) na
ingestdo de alimentos (Denbow e cols.,, 1982). Assim, frangos selecionados para
engorda/corte parecem altamente reativos a drogas hiperorexigénicas (p.e., as
catecolaminas), e pouco reativos a drogas que induzem a hipofagia (p.e., a 5-HT). Em
frangos Leghorn (de pequeno porte quando adultos), por outro lado, uma relagéo oposta a

esta pode ser observada.
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Dados obtidos em nosso laboratério mostraram que inje¢ées i.c.v. de 5-HT em
pombos privados de alimentos por 24 h provocaram uma redugéo na quantidade de
alimento ingerido 1 h apés o inicio da realimentagdo. Essa hipofagia foi acompanhada por
uma intensa reducéo na duragéo total da resposta de ingestdo de alimento e por um
aumento na laténcia para o seu inicio. Neste caso, a 5-HT alterou os fenémenos de
saciagéo e saciedade. A mesma dose de 5-HT, administrada por via i.c.v. em pombos |
saciados, nao induziu alteragéo significante na quantidade de alimento ingerido, nem na
duracdo dessa resposta; no entanto, provocou um retardo na laténcia péra iniciar a
ingestao de alimentos; interferindo, assim, apenas no fenémeno de saciedade.

Para identificar o tipo de receptor envolvido na resposta hipofagica induzida pela
injecéo i.c.v. de 5-HT, foram realizadas injecdes i.c.v. de 8-OH-DPAT - (agonista de
receptores 5-HT,) em pombos saciados ou realimentados apés jejum 24 h. Os dados
mostraram que esse agonista serotonérgico induziu hiperfagia em pombos saciados. A
intensidade dessa resposta hiperfagica foi maior que a observada em pombos
realimentados apdés jejum de 24 h, sugerindo a existéncia de um ténus inibitério
serotonérgico em aves, impedindo a ingestdo de alimentos, sendo esta inibicao mais
intensa em pombos saciados (Steffens e cols.,1997; Steffens, 1999).

De um modo geral, os dados obtidos neste estudo realizados com pombos
saciados ou expostos a jejum e tratados (i.c.v.) com 5-HT ou 8 OH-DPAT sugerem um
mecanismo de acédo exercido pela via neural serotonérgica, semelhante aquele
observado em mamiferos. De acordo com esse mecanismo de regulagdo, uma liberagéao
predominante de 5-HT na fenda sinaptica, operante durante ou logo apds a ingestao de
alimentos, provocaria uma redugado no tamanho da refeicdo e/ou no aumento do intervalo
entre as refeicbes. Na deprivacdo de alimentos, ocorreria uma reducéo na liberagéo de 5-
HT na fenda sinaptica e a ave anteciparia e/ou aumentaria a quantidade de alimento

ingerido.
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Estudos posteriores mostraram que a administracdo i.c.v. de DOI 1-(2,5-dimetoxi-
4-jodofenil)2-aminopropane, um agonista de receptores poés-sinapticos 5-HTz.oc em
pombos alimentados ad libitum, apenas alterou a saciedade, desencadeando um aumento
no intervalo entre as refeicées, uma vez que ocorreu retardo na iaténcia para iniciar a
alimentagdo. Em pombos realimentados apés jejum de 24 h, o tratamento com DOI (i.c.v)
afetou a saciagao, pois ocorreu apenas a reducdo na quantidade de alimento ingerido,
acompanhado de reduc¢ido na duragdo total desse comportamento ingestivo (Steffens e
cols., 1997; Steffens, 1999). Os dados obtidos reforcam a idéia de que o provavel
mecanismo de agao dos circuitos serotonérgicos em aves é semelhante ao descrito na
literatura para mamiferos, onde a ativagdo de receptores pds-sinapticos 5-HTzac
induzida pelo aumento da transmissao serotonérgica reduz a ingestdo alimentar. Por
outro lado, a ativagcdo de receptores pré-sinapticos 5-HT,, produz um efeito oposto
(Blundell, 1984; Bendotti e Samanin, 1986; Hutson e cols., 1988; Steffens e cols., 1997).

Adicionalmente, dados obtidos no laboratério mostraram que o pré-tratamento com
5-HT, realizado por via i.c.v., bloqueou parcialmente a resposta hiperfagica induzida pela
administragéo\i.c.v. de adrenalina, sem alterar a duragdo e a laténcia para iniciar a
resposta de ingestao de alimento, sugerindo que o mecanismo pelo qual a 5-HT interfere
na resposta de ingestao de aIirﬁentos induzida pela adrenalina parece afetar
principalmente fendmenos associados a saciagao (Sell, 2000).

Um achado surpreendente desses estudos foi o potente efeito dipsogénico
desencadeado pela injecdo i.c.v. de 5-HT (Steffens e cols.,1997; Steffens,1999). O
volume total de agua ingerida na primeira hora ap6s a injegao, foi equivalente a cerca de
10 % do peso corporal dos animais estudados. Estes efeitos foram provocados com
intensidade similar em animais saciados e realimentados ap6s jejum de 24 h.
Adicionalmente, a inje¢do i.c.v. de 8 OH-DPAT reproduziu integralmente os efeitos

dipsogénicos do tratamento com 5-HT, enquanto o tratamento com DOI niao afetou a
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ingestdo de agua nos animais submetidos a restricdo de alimentos por 24 h (Steffens e
cols., 1997; Steffens., 1999). Esses efeitos dipsogénicos, induzidos pela injecdo i.c.v. de
5-HT, parecem ser mediados por receptores angiotensinérgicos centrais, uma vez que o
bloqueio desses receptores, realizado pelo tratamento prévio, por via i.c.v., com
saralazina (um antagonista nao seletivo de receptores da angiotensina) reduz a resposta
dipsogénica desencadeada pela 5-HT (Brun e cols., 2001).

Tais efeitos dipsogénicos nao foram notados, mesmo apds o emprego de doses de
5-HT mais altas que aquelas injetadas no pombo, em diferentes linhagens de galinhas
(Denbow e cols., 1982; Denbow e cols., 1983; Denbow, 1984).

Estes dados sugerem que circuitos serotonérgicos centrais podem estar
intimamente envolvidos no controle do balango hidro-eletrolitico (além de participar no

controle da homeostase energética) em pombos.

Até o momento, os estudos realizados no laboratério do Departamento de Ciéncias
Fisiolégicés do Centro de Ciéncias Biolégicas, UFSC, que tiveram o objetivo de investigar
a participagao da 5-HT nos circuitos neurais que controlam a ingestdao de alimentos e
agua em pombos, empregou a técnica de administracdo i.c.v. de drogas. Essa técnica é
bastante Util para uma exploragao inicial, pois permite avaliar a possivel existéncia de
receptores serotonérgicos no SNC, e seu envolvimento com o controle da ingestao de
alimentos ou de agua. No entanto, este tipo de abordagem experimental ndo permite a
identificagdo exata do local de agdo da droga, onde se encontram os receptores
serotonérgicos implicados no controle da ingestao de alimentos ou de agua, pois a droga,
seguindo o fluxo cerebrospinal, pode agir em diferentes estruturas neurais, localizadas
préximas aos ventriculos no neuro-eixo e que sao banhadas pelo liquido cerebrospinal.

Por isso, torna-se importante a realizagdo de estudos, nos quais a administragdo de
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drogas que modificam na transmissédo serotonérgica seja efetuada em locais restritos do
SNC.

No controle da ingestdo alimentar em mamiferos, o NPV tem sido apontado como
o principal sitio de acdo da 5-HT. Embora a 5-HT possa interagir em diversos distritos
cerebrais, este nlcleo é particularmente sensivel as acdes serotonérgicas (Leibowitz,
1988; Currie, 1996). A administracdo de 5-HT ou de agonistas de receptores
serotonérgicos, direta ou indiretamente no NPV, provoca uma redugédo na quantidade de
alimento ingerido e na duragao desta resposta, mas nao na laténcia para iniciar a ingestao
de alimentos (Shor-Posner e cols., 1986; Hutson e cols., 1988; Leibowitz, 1988; Leibowitz,
1990). Esses dados indicam que os receptores serotonérgicos presentes no NPV
parecem estar envolvidos com o mecanismo de controle da ingestdo de alimentos em
mamiferos (Currie, 1996).

Dados de literatura mostram que o NPV de aves apresenta similaridades
anatomicas e neuroquimicas ao NPV de mamiferos (Berk e Finskelstein, 1983; Moons e
cols., 1995; Panzica e cols., 1986), incluindo uma inervacao serotonérgica oriunda do

nucleo da rafe (Challet e cols., 1996).
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OBJETIVO
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Identificar a presenca de receptores serotonérgico no NPV e seu possivel
envolvimento no controle da ingestdo de alimentos e agua em pombos, através de
administracéo de 5-HT e de um antagonista ndo-seletivo de receptores serotonérgicos, a

metergolina, neste local.



MATERIAIS E METODOS
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1. ANIMAIS

Foram utilizados 49 pombos domésticos (Columba livia) adultos, de ambos os
sexos, com peso entre 300 e 400 gramas, provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Catarina. Antes e ap6s a cirurgia, os pombos foram
mantidos em gaiolas individuais no biotério do Departamento de Ciéncias Fisiolégicas,
com agua e ragdo ad libitum. A iluminacdo foi mantida artificialmente, através de
lampadas fluorescentes com ciclo claro/escuro de 12/12 horas. O periodo de escuro,
iniciava-se as 19:00 horas. Os experimentos foram realizados respeitando-se os
principios éticos de experimentacdo animal, de acordo com o COBEA (Colégio de

Experimentacdo Animal, 1991).

2. IMPLANTACAO DE CANULAS NO NUCLEO PARAVENTRICULAR DO HIPOTALAMO

2.1 CIRURGIA

Para a implantacdo das canulas-guia, os pombos foram anestesiados com uma
solucao de Equitesin (0,15 ml/100 g) injetada por via intraperitoneal. Em seguida, as aves
foram colocadas em um aparelho estereotaxico, sendo a cabega fixada por intermédio de
barras posicionadas no conduto auditivo € no bico, com uma distancia entre os dois
pontos, ajustada para 16 mm e formando um angulo de 45 graus. Na regido de acesso
cirurgico na cabec¢a, os animais receberam por via subcutdnea cerca de 2 ml de
Xylestesin (Cloridrato de lidocaina a 2%, com vasoconstritor). Ap6s a assepsia com alcool
iodado, uma incisdo longitudinal foi realizada no escalpo, de forma a expor a calota
craniana. A porgcao exposta do cranio foi raspada e seca para garantir a adesdo do
acrilico. Em segUida, foi marcada a posi¢cdo para a perfuragdo e implantacdo da canula-
guia. Na posicao determinada, foi feito um orificio no cranio possuindo cerca de 3 mm de

didametro, com auxilio de uma broca esférica de uso odontolégico. As coordenadas
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utilizadas para implantagdo de canulas-guia no NPV estavam de acordo com aquelas
encontradas no Atlas Estereotéaxico para cérebro de pombos descrito por Karten e Hodos

(1967):

NPV

Plano frontal - 6,0 mm a 7,0 mm anterior a linha interaural.

Plano sagital - 0,5 mm lateral a sutura sagital.

Plano horizontal - 6,0 mm abaixo da dura mater.

Devido a proximidade existente entre o NPV e o 3° ventriculo algumas canulas -
guia atingiram este local. Os ‘dados obtidos, apés a administragdo de 5-HT ou metergolina

no espaco intracerebroventricular, foram incluidos no presente trabalho.
2.2 As CANULAS-GUIA

As canulas-guia foram confeccionadas a partilr de agulhas hipodérmicas, com 0,7
mm de diametro externo e 15 mm de comprimento. Para evitar o contato do acrilico com o
tecido cerebral, o orificio foi coberto com fibrina (Fibrinol-Baldacci). A canula foi fixada na
calota craniana por meio de parafusos de ac¢o inoxidavel, distribuidos ao redbr do orificio.
O conjunto foi entdo envolvido por acrilico autopolimerizavel, formando uma estrutura

sélida capaz de resistir aos eventuais choques mecanicos com a gaiola.

3. INNJECOES NO NPV

As injecbes no NPV foram realizadas por meio de uma agulha injetora (Mizzi-
Slide-Park) introduzida na canula-guia e conectada por um tubo de polietileno a uma

microseringa Hamilton de 5 pl. As injegbes excederam a canula - guia em 0,7; 1,4; 2,1;
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2,8; 3,5 mm, permitindo que fossem realizados pelo menos 5 pontos de inje¢bes em um
mesmo animal. Os animais receberam, em cada um dos pontos de injecédo, o tratamento
com 5-HT ou seu veiculo (acido ascorbico 1%), metergolina ou seu veiculo (acido
ascorbico 5%), numa sequéncia aleatéria. Em seguida, em um ponto localizado 0,7 mm
ventralmente ao anterior, foram administradas as mesmas substancias de forma aleatoria,
e, assim, sucessivamente, até exceder em 3,5 mm a canula-gula. Com o objetivo de
minimizar variagées na pressao intracerebral, as solu¢des foram administradas no periodo

de 1 min. O volume injetado foi sempre de 200 nl.

4. DROGAS ADMINISTRADAS

-—

Solucéao de acido ascorbico a 1%. Foram administrados 200 nl desta solugdo nos

animais privados de ragao por um periodo de 24 h.

2. Solugio de 5- hydroxytryptamine (serotonina, 5-HT), dissolvida em uma solugao de
acido ascorbico a 1%.

3. Solugao de acido ascérbico a 5%. Foram administrados 200 ni desta solugdo nos
animais saciados.

4. Solugdo de (N — CB2 ~ [(8B) — 1,6 — Dimethylergolin — 8 — YL] — methylamine),

(metergolina — antagonista de receptores serotoninérgicos nao — seletivo), dissolvida

em uma solucédo de acido ascérbico a 5%.

A droga mencionada no item 2 foi adquirida da RBI — Research Biochemicals
International, Natick, MA, USA e também da SIGMA. A droga mencionada no item 4 foi

adquirida da SIGMA.



25

5. ESQUEMA EXPERIMENTAL

Os procedimentos experimentais foram iniciados ap6és um periodo minimo de 7
dias ap0s a cirurgia da implantagdo da canula-guia e sempre foram realizados entre 10:00
e 16:00 horas.

Série experimental 1 - Efeitos da injecdo de 5-HT no NPV em pombos
realimentados, apos jejum de 24 horas:

Foram utilizadas aves privadas de ragao por um periodo de 24 h antecedentes ao
experimento com agua disponivel durante todo o periodo. Esses animais receberam em
cada ponto de inje¢cdo 31 nmol de 5-HT ou veiculo (200nl), de forma aleatéria, conforme
descrito anteriormente. Respeitou-se um intervalo de sete (7) dias entre cada sessao
experimental. Imediatamente ap6s o tratamento, as aves retornavam a suas gaiolas de
origem, contendo comedouro com 200 g de ragao e bebedouro com 100 ml de agua.
Seguiu-se entdo um registro comportamental, através de observacéao direta e sistematica
'~ dos comportamentos ingestivos e ndo ingestivos de cada animal.

Série experimental 2 - Efeitos da injecido de metergolina no NPV em pombos
saciados:

Foram utilizados pombos, com alimento e agua ad libitum. Os animais receberam
em cada ponto de injecdo metergolina nas doses de 100, 50 ou 25 nmol ou veiculo
(200nl), de forma aleatéria, conforme descrito anteriormente, respeitando-se um intervalo
de dois (2) dias entre cada sessao experimental. Exatamente como na série experimental
1, apés o tratamento, as aves retornavam a suas gaiolas de origem, contendo comedouro
com 200 g de racdo e bebedouro com 100 ml de agua. Seguiu-se entdo um registro
comportamental, através de observacio direta e sistematica dos comportamentos

ingestivos e nao ingestivos de cada animal.



6. CATEGORIZAGAO COMPORTAMENTAL

A categorizagéo comportamental teve como objetivo verificar se uma possivel

alteracdo na ingestéo de alimento ou de agua néo seria conseqiiéncia de modificagées no

quadro comportamental apresentado pelo animal.

O registro e a monitorizagao visual foram feitos através de uma janela de vidro
pequena, de forma a permitir que cada animal fosse observado sem que percebesse a
presenca do observador, durante 1 hora apés a injecdo das diferentes substancias. Para
analisar os estados comportamentais, foram levados em consideragdao a postura e os

movimentos corporais executados pelo pombo, e ainda a duragdo, a laténcia para os

comportamentos ingestivos, cuja descrigdo é apresentada no quadro a seguir .

O animal permanece imével com a cabega elevada, olhos

Imobilidade
alerta abertos e fixos com movimentos de piscar muito rapidos,
sem fechar os olhos.
O animal permanece com os olhos fechados, com a
Posturas cabeca fletida e apoiada sobre o peito. Apresenta
tipicas de retracio do pescogo, penas do peito arrepiadas,
sono eventualmente apoiadas sobre uma das pernas ou
deitado sobre o piso da gaiola ou no poleiro.
Locomogéo Qualquer deslocamento do animai dentro da gaiola, ou
alternancia de sustentagao do corpo pelas pernas.
Autolimpeza Movimento de esfregar o bico (ou bicar) nas penas de
qualquer parte do corpo.
Comer Comportamento de degluticdo, quando o animal ingere
alimento sélido.
Movimentos rapidos com o bico, semelhantes aos de
Beber X

ingestdo de alimento, porém associados a ingestdao de
agua.
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7. REGISTRO ALIMENTAR

Ao final de uma hora de observagao, o consumo de alimento e dgua foi mensurado

pela diferenca entre a quantidade inicial e final (200 g de alimento e 100 ml de agua).

8. HISTOLOGIA

Apbs completar os experimentos, os animais receberam uma dose de anestésico
Equitesin (0,15mi/100 g), e entdo foram perfundidos transcardialmente com salina 0,9%,
seguido de formol, 10%. Os locais de injecdo foram verificados por meio da inje¢ao de
200 nl de Azul de Evans, por intermédio da agulha injetora de 19 mm. Logo apds, as
pecas foram dissecadas e imersas por 4 a 5 dias. em formol a 10%. Em seguida, os
cérebros foram incluidos em agar, cortados por um vibratomo no plano frontal em 100 um.
Os cortes foram montados em Iaminas de vidro tratadas com gelatina e alumen-cromo e
colocados para secar em temperatura ambiente por 5 dias. Ao final, os cortes foram
corados com tionina, tratados com uma série de alcool em concentragdes de 70%, 95% e
100%, clareados em xilol e cobertos com laminulas. Eles tiveram como meio de
montagem o DPX (Aldrich Chemical Company. Inc) e foram analisados ao microscopio
optico. A reproducdo grafica dos cortes e dos pontos de injecdo analisados no

microscopio foi realizada manualmente a partir do atlas de Karten e Hodos (1967).

9. ANALISE Dos DADOS

Os dados de cada tratamento e seus efeitos sobre a quantidade de alimento e
agua ingeridos, apds sua aplicagao no NPV, foram avaliados estatisticamente por meio de
uma analise de variancia de uma via (Statistica 6.0, 1998). A comparagao posterior entre
os grupos foi feita pela aplicagdo do teste de Duncan. O nivel de significancia adotado foi

de p < 0,05. A duragdo e a laténcia para ingerir agua ou alimento bem como os demais
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comportamentos, foram avaliados empregando-se uma analise de varidncia nao

paramétrica de Kruskal-Wallis seguida pelo teste de Mann-Whitney com p < 0,05.

Para caracterizar uma resposta hipofagica induzida pela 5-HT, a ingestdao de
alimentos deveria ser 50% inferior a ingestdo exibida por animais realimentados apés
jejum de 24 h e tratados com &c. ascorbico 1%, ao final de 1h de observa¢éo. Essa
percentagem corresponde a média - (2 desvio padrdo) da quantidade de alimento
ingerido por animais realimentados apés jejum de 24h e tratados com veiculo por via i.c.v.

(Steffens e cols., 1997).

Para caracterizar uma resposta hiperfagica, o consumo de alimento deveria ser
superior a 4,4 g ao final dé 1h de observacgdo. Este valor corresponde a média + (2
desvio padrao) da quantidade de alimento ingerido por animais alimentados ad libitum e
tratados com veiculo por via i.c.v.. Esse procedimento ja foi adotado anteriormente para

definir uma resposta hiperfagica em pombos. (Hagemann e cols., 1998).



RESULTADOS
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1. LOCAIS ATINGIDOS PELA INJEGAO DE 5-HT (31NMOL) EM POMBOS

REALIMENTADOS APOS JEJUM DE 24 H

A andlise histologica mostrou que de um total de 27 pombos com canulas-guia
cronicamente implantadas no hipotalamo, 12 animais tiveram suas canulas injetoras
localizadas no NPV (Fig. 1). Em todas essas aves, a inje¢cdo de 5-HT provocou hipofagia,
com Qma reducéo na ingestéo de alimentos superior a 50%, quando comparado ao grupo
controle tratado com veiculo (ver critérios de avaliacdo de resposta hipofagica em
Materiais e Métodos). Em outros 5 pombos, a agulha injetora atingiu o espacgo
intracerebroventricular, sendo que, em nenhum desses, o tratamento com 5-HT induziu

qualquer alteracdo na quantidade de alimento ingerido.

Vale mencionar que a injegdo de 5-HT em 3 pombos, atingiu a Area Pré-Optica
Mediai (POM) (Fig. 2). Nessa regido, apesar de um numero reduzido de dados, a
administracdo de 5-HT (31 nmol) provocou um efeito hipofagico importante, com reducao
na quantidade do alimento ingerido superior a 50%, quando comparado ao veiculo (10,62
+ 0,82 g de alimento consumido apés tratamento com.o veiculo vs. .4,4 + 1,8 g de alimento
consumido apés o tratamento com a 5-HT, média £+ e.p.m., N = 3 pontos de injecao

obtidos a partir do tratamento em 3 pombos).
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2. LOcAIS ATINGIDOS PELA INJEGAO DE METERGOLINA EM POMBOS SACIADOS

A andlise histologica revela que de um total de 22 pombos com canulas-guia
cronicamente implantadas no hipotalamo, 9 pombos tiveram suas canulas de injecéo
localizadas no NPV (Fig. 1). Em todas essas aves, a inje¢gdo de metergolina na dose de
100 nmol provocou uma resposta hiperfagica (ver critérios de avaliagdo de resposta
hiperfagica em Materiais e Métodos). Por outro lado, a injecdo sucessiva de doses mais
baixas (50 e 25 nmol) de metergolina no NPV de 6 dos pombos que apresentaram
resposta hiperfagica apés a injecdo local de 100 nmol de metergolina ndo provocou

nenhum aumento no consumo de alimentos, quando comparado ao grupo controle.

A injecéo de metergolina na dose de 100 nmol atingiu o hipotalamo anterior medial
(AM) em 16 sitios diferentes (Fig. 2), entretanto, em apenas 3 locais a inje¢do de
metergolina induziu uma resposta hiperfagica de acordo com critérios estabelecidos (0,55
- + 0,26 g de alimento consumido apés tratamento com o veiculo vs. 5,33 + 1,33 g de
alimento consumido apés tratamento com o metergolina 100 nmol, média + e.p.m., N =3
pontos de injegdo obtidos a partir do tratamento em 3 pombos), (ver critérios de analise de
dados em Materiais e Métodos). E importante ressaltar que a analise histolégica desses 3
'pontos de injegdo, indicou que eles estdo localizados numa porcao rostral do AM,
proxima a POM.

Em 4 pombos, a agulha injetora atingiu o espago intracerebroventricular, sendo
que, em nenhum desses, o tratamento com o antagonista serotonérgico induziu a

qualquer alteragdo na quantidade de alimento ingerido.




Figura 2. Desenhos semi-esquematicos representando cortes coronais do telencéfalo de
pombo. A esquerda os desenhos ilustram os locais onde injecoes de 5-HT, produzem
reducdo da ingestdo de alimentos (®) ou ndo provocam efeitos significantes (O). E os
desenhos a direita ilustram os locais onde injegcGes de metergolina produzem aumento da.
igestao alimentar (B) ou nao provocam efeitos significantes (0). Os caracteres alfanuméricos,
acima a esquerda de ¢ada corte indicam o0 $eu plano estereotaxico de acordo com o Atlas da.
Karten e Hodos (1967). Ver abreviaturas na pagina 32. '



Figura 1. Desenhos semi-esquematicos representando cortes coronais do hipotalamo de pombo.
A esquerda os desenhos ilustram os locais onde injecdes de 5-HT , produzem reducgio na
ingestao de alimentos (®), ou ndo provocam efeitos significantes (0). E os desenhos a direita
ilustram os locais onde inje¢bes de metergolina produzem aumento da ingestdo alimentar (®) ou
nao provocam efeitos significantes (). Os caracteres alfanuméricos acima a esquerda de cada

corte indicam o seu plano estereotaxico de acordo com o Atlas de Karten e Hodos (1967).
Ver abreviaturas na pagina 32
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LiISTA DE ABREVIATURAS

NPV nucleo paraventricular do hipotalamo
Ac comissura anterior

ov nucleo ovoidal

R nucleo rotundus

oM trato ocitomesencefalico

QF trato quintofrontal

IH nucleo hipotaldmico inferior

AHA area hipotalamica lateral

IF trato infundibular

POM area predptica medial

PPM ntcleo hipotalamico magnocelular
AM nucleo hipotalamico anterior

3v terceiro ventriculo

PHV nucleo hipotalamico periventricular
BST n. intersticial da estria terminal

Qo quiasma 6ptico

DMA n. dorsomedial anterior

SL area septal lateral

VMN nucleo hipotalamico ventromedial
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3. ADMINISTRAGAO DE 5-HT NO NPV E SEUS EFEITOS SOBRE A INGESTAO DE

ALIMENTOS E DE AGUA EM POMBOS REALIMENTADOS APOS JEJUM DE 24 H

A ANOVA de uma via mostrou que, entre os tratamentos, houve diferengas
estatisticamente significantes na quantidade de alimento ingerido [F(1,22) = 80,17,
p=10 *]. A injecdo de 31 nmol de 5-HT no NPV de pombos realimentados apés jejum de
24 h diminuiu significativamente a quantidade de alimento ingerido durante 1 h apés o
inicio de realimentacgdo, conforme apresentado na Fig. 3. A ingestdo média de alimento
nos animais tratados com 5-HT ficou aproximadamente 65% abaixo do valor médio
observado no grupo controle (13,4 + 0,74 g de alimento consumido apés tratamento com
o veiculo vs. 4,35 + 0,68 g de alimento consumido apés tratamento com a 5-HT, média +

e.p.m., N =12 pontos de injegao obtidos a partir do tratamento em 12 pombos).

Embora tenha ocorrido uma tendéncia de redugcdo na duragao da ingestao de
alimentos apés a injecéo intrahipotalamica de 31 nmol de 5-HT, a andlise de variancia
“mostrou que n&o houve diferencas significativas entre os tratamentos. No entanto, uma
analise estatistica posterior, utilizando o teste de Mann-Whitney para comparagio entre
os dados obtidos no grupo controle e no grupo tratado com 5-HT, mostrou que a
administracdo de 5-HT no NPV reduziu de modo significante a dura¢do da ingestido de
alimentos [MW Z= -2,36; p=0,0017]. Essa resposta hipofagica, induzida pela 5-HT, ndo
foi acompanhada por alteragées na laténcia para iniciar a resposta de ingestao de

alimento (Fig. 3).

A administracdo da dose de 31 nmol de 5-HT no NPV nao alterou de forma

significativa a quantidade de agua ingerida (Fig. 4), nem a duracéo total da resposta
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dipsogénica. Da mesma maneira também nao foi alterada a laténcia para iniciar a

ingestao hidrica com a dose empregada (Fig.4).

1

A anélise dos dados comportamentais nao ingestivos mostra que a dose aplicada
de 5-HT nao provocou alteragdes estatisticamente significantes nem na duragao e nem na
laténcia para iniciar os comportamentos de imobilidade alerta, locomocgao, autolimpeza e

posturas tipicas de sono (Tab. 1 e Tab. 2).

A seqiéncia das laténcias dos comportamentos realizados pelos animais tratados
com veiculo mostrou que primeiro os animais ingeriram alimento sélido, seguido pela
emissdo de comportamentos exploratérios, ingestdo de agua e posteriormente posturas
tipicas de sono. Nos animais que receberam tratamento com 31nmol de 5-HT, essa

seqliéncia de comportamentos manteve-se inalterada.
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Figura 3: Administrag@o de veiculo (&c. ascorbico 1%) ou de 31 nmol de 5-HT no
Nucleo Paraventricular do Hipotalamo (NPV) e seus efeitos sobre a quantidade de
alimento ingerido, duragéo total e laténcia para iniciar a resposta de ingestéo de
alimentos em pombos realimentados ap6s jejum de 24 h. A avaliagdo comportamental
foi realizada durante 1 h. Os dados representam a média t erro padrao da média de
12 pontos de injegéo obtidos a partir do tratamento efetuado em 12 pombos.
(*) p> 0,05 em relagéo ao veiculo.
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Figura 4: Administragdo de veiculo (ac. ascorbico 1%) ou de 31 nmol de 5-HT no
Nucleo Paraventricular do Hipotalamo (NPV) e seus efeitos sobre a quantidade de
agua ingerida, duragao total e laténcia para iniciar a resposta dipsogénica em pombos
realimentados apés jejum de 24 h. A avaliagdo comportamental foi realizada durante 1
h. Os dados representam a média + erro padrdo da média de 12 pontos de injecado
obtidos a partir do tratamento efetuado em 12 pombos.

(*) p< 0,05 em relagéo ao veiculo.
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Tabela 1: Duragao total (média + erro padrao da média, em segundos) dos comportamentos de imobilidade alerta, locomogéo,
autolimpeza e posturas tipicas de sono, observadas durante 1 h ap6s a injegéo de veiculo (ac. ascérbico 1%) ou de 31 nmol de
5-HT no NPV de pombos realimentados ap6s jejum de 24 h. Os dados foram obtidos a partir do tratamento efetuado em 12

pombos.
Comportamentos Veiculp 5-HT
Imobilidade alerta 1778,33 £ 161,18 1574,75 + 196,65
Locomogéao 69,66 £13,28 98,91 + 26,77
Autolimpeza 305,25 £ 76,62 506,58+ 161,15

Posturas tipicas de sono 779,58 £ 148,27 871,91 £ 238,47




Tabela 2: Laténcia (média + erro padrao da média, em segundos) para iniciar a exibigdo dos comportamentos de imobilidade
alerta, locomocéo, autolimpeza e posturas tipicas de sono, observadas durante 1 h ap6s a injegcdo de veiculo (&c. ascérbico 1%)
ou de 31 nmol de 5-HT no NPV de pombos realimentados apés jejum de 24 h. Os dados foram obtidos a partir do tratamento
efetuado em 12 pombos. |

Comportamentos Veiculo 5-HT

Imobilidade alerta 93,58 + 22,26 124,66 + 17,98
Locomogéo 203,41 £ 96,75 112,58 £ 29,42
Autolimpeza 593,66 + 283,39 481,50 + 212,80

Posturas tipicas de sono ' 1501,25 £ 279,21 1525,83 +268,19




4. ADMINISTRAGAO I.C.V. DE 5-HT E SEUS EFEITOS SOBRE A INGESTAO DE

~ ALIMENTOS E DE AGUA EM POMBOS REALIMENTADOS APOS JEJUM DE 24 H

A injecdo i.c.v. de 31 nmol de 5-HT em pombos realimentados ap6s jejum de 24 h,
néo alterou a quantidade de alimento ingerido durante 1 h apés o inicio do periodo de
realimentacédo (9,44 + 0,62 g de alimento consumido apds a injegéo i.c.v de veiculo vs.
8,31 + 0,66 g de alimento consumido apoés a inje¢ao i.c.v. de 5-HT; média + e.om.,, N=5
pontos de injegdo obtidos a partir do tratamento em 5 pombos). Da mesma forma ndo
houve diferenca estatisticamente signiﬁ?ante na duragdo da resposta de ingestdo de
alimentos nem na laténcia para iniciar esse comportamento, entre os grupos tratados com

5-HT ou ac. ascérbico 1% (Fig. 5).

O volume de agua ingerido ndo foi alterado apés a injegao i.c.v. de 31 nmol de
5-HT; do mesmo modo, ndo foram observadas alteragdes estatisticamente significantes

na duracgdo e na laténcia para iniciar a resposta dipsogénica (Fig. 6).

A avaliagdo das alteragdes dos comportamentos néo ingestivos provocadas pela
inje¢éo i.c.v. de 5-HT na dose de 31 nmol, demonstrou que ocorreu uma alteragdo
estatisticamente significante [MW Z= -2,61; p=0,009] na duragdo do comportamento de
imobilidade alerta entre o grupo controle e o grupo tratado com 5-HT. A duragéo total do
comportamento de imobilidade alerta apresentou uma elevagao apés o tratamento com
5-HT; as duragbes dos demais comportamentos nao ingestivos permaneceram
inalteradas. As laténcias para iniciar os comportamentos de imobilidade alerta,
autolimpeza, locomocdo e posturas tipicas de sono, também néao aprése‘ntaram

modificagdes apos tratamento i.c.v. com 5-HT.
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A seqiiéncia dos comportamentos emitidos pelos animais do grupo controle foi
primeiramente comportamento de ingestéo de alimentos, seguido de comportamentos néo
ingestivos, como autolimpeza e locomogdo, e, ao final, ingestdo de agua e posturas
tipicas de sono. Apds a administragéo i.c.v. de 5-HT, essa seqiléncia de comportamentos

manteve-se inalterada quando comparada ao grupo controle.
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Figura 5: Administragdo i.c.v. de veiculo (4c. ascérbico 1%) ou de 31 nmol de 5-HT

e seus efeitos sobre a quantidade de alimento ingerido, duragéo total e laténcia para

iniciar a resposta de ingestdo de alimentos em pombos realimentados apés jejum de

24 h. A avaliagdo comportamental foi realizada durante 1 h. Os dados representam

a média t+ erro padrdo da média de 5 pontos de injecdo obtidos a partir do

tratamento efetuado em 5 pombos. (*) p< 0,05 em relagéo ao veiculo.
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Figura 6: Administrag&o i.c.v. de veiculo (ac. ascérbico 1%) ou de 31 nmol de 5-HT
e seus efeitos sobre a quantidade de agua ingerida, duracdo total e laténcia para
iniciar a resposta dipsogénica em pombos reaiimentados apds jejum de 24 h. A
avaliagao comportamental foi realizada durante 1 h. Os dados representam a média
+ erro padrdo da média de 5 pontos de injegcdo obtidos a partir do tratamento
efetuado em 5 pombos. (*) p< 0,05 em relagéo ao veiculo.



Tabela 3: Duragao total (média + erro padrdo da média, em segundos) dos comportamentos de imobilidade alerta,
locomogéo, autolimpeza e posturas tipicas de sono, observadas durante 1 h ap6s a injegéo i.c.v. de veiculo (ac. ascorbico
1%) ou de 31 nmol de 5 -HT em pombos realimentados apés jejum de 24 h. Os dados foram obtidos a partir do tratamento
efetuado em 5 pombos.

Comportamentos Veiculo 5-HT
Imobilidade alerta 1446,10 £ 131,31 1906,50 £ 53,08 *
Locomogéao 76,10 + 17,14 107,10 £ 31,24

299,20 £ 91,28
Autolimpeza 525,70 £ 92,18

Posturas tipicas de sono 1046,20 £ 111,19 | 980,80 + 171,80

(*) p< 0,05 em relagao ao veiculo



Tabela 4: Laténcia (média + erro padrao da média, em segundos) para iniciar a exibigdo dos comportamentos de imobilidade
alerta, locomocgéao, autolimpeza e posturas tipicas de sono, observadas durante 1 h apés a injegéo i.c.v. de veiculo (ac.
ascorbico 1%) ou de 31 nmol de 5-HT em pombos realimentados apés jejum de 24 horas. Os dados foram obtidos a partir do
tratamento efetuado em 5 pombos.

Comportamentos Veiculo 5-HT

Imobilidade alerta 65,10 £ 12,17 93,70 £ 34,71
Locomogéo 128,20 £ 64,19 190,00 + 107,38
Autolimpeza 484,80 + 303,06 505,30 + 197,46

Posturas tipicas de sono 1481,40 £ 159,65 , 1406,60 +99,89




45

5. ADMINISTRAGAO DE METERGOLINA NO NPV E SEUS EFEITOS SOBRE A

INGESTAO DE ALIMENTOS E DE AGUA EM POMBOS SACIADOS

A analise estatistica dos dados obtidos apés a injecdo de diferentes doses de
metergolina ou de veiculo no NPV de pombos saciados, mostrou que houve diferengas
estatisticamente significantes na quantidade de alimento ingerido entre os tratamentos
[F(3,26)=23,62; p=107].

Os resultados apresentados na Fig. 7 mostram que a administragdo de 100
nmol de metergolina no NPV provocou uma resposta hiperfagica. A quantidade de
alimento ingerido apés o tratamento com 100 nmol de metergolina no NPV foi
aproximadamente 7 vezes superior aquela observado no grupo controle, tratado corh
ac. ascorbico 5% (0,75 + 0,35 g de alimento consumido apés a injecao de veiculo vs
5,54 +.0,50 g de alimento consumido apés a injecdao de metergolina; média + e.p.m., N
= 9 pontos de injegdo obtidos a partir do tratamento em 9 pombos). Essa hiperfagia
induzida pela metergolina foi acompanhada por um aumento na dura¢ao da resposta
de ingestao de alimentos sem alterar, no entanto, a laténcia para iniciar a ingestao de

alimentos (Fig. 7).

A injecdo de doses menores de metergolina (25, 50 nmol) no NPV nao
provocou qualquer alteragio estatisticamente significante na quanﬁdade de alimento
ingerido; também nao houve modificagdes significantes na duragdo dessa resposta. A
laténcia para desencadear o primeiro episédio de ingestao de alimentos nao foi
afetada pelo tratamento com doses menores de metergolina, quando foram feitas

comparagOes com o grupo controle, tratado com ac. ascérbico a 5%.

A administracdo de metergolina em diferentes doses (25, 50, 100 nmol) no
NPV também nao alterou o volume total de agua ingerida pelos pombos, nem a
duragdo desse comportamento € nem a laténcia para iniciar a resposta dipsogénica

(Fig. 8).
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As Tab. 5 e 6 apresentam os dados relativos aos efeitos da metergolina sobre
a duragdo total e a laténcia para iniciar os comportamentos de autolimpeza,
locomogéo, imobilidade alerta e posturas tipicas de sono apés a injecdo de 25, 50 ou
100 nmol do antagonista serotonérgico. A analise estatistica mostrou que nenhuma
das doses administradas desencadeou qualquer modificacdo estatisticamente
significante na duragéo ou na laténcia para iniciar os comportamentos néo ingestivos,

quando foi feita a comparagdao com o grupo controle. v

De maneira geral, tanto os animais do grupo controle tratado com ac. ascérbico
a 5% e como os tratados com 100, 50 ou 25 nmol de metergolina, primeiramente,
emitem comportamentos nao ingestivos, dormem; logo apés consomem alimento e,

finalmente, ingerem agua.



INGESTAO DE ALIMENTOS

10
*
8
@ 6 b el
£
g 4
— -
2 )
o} 25 nmol 50 nmol 100 nmol
METERGOLINA (doses)
DURAGAO DA INGESTAOQO DE ALIMENTOS
300
*
. 200 T
g 100 I
0 25 nmol 50 nmol 100 nmol
METERGOLINA (doses)

LATENCIA PARA INICIAR A INGESTAO DE ALIMENTOS

3000

| T T

1000 ! . rl]

0 25 nmot 50 nmol 106 nmél
METERGOLINA (doses)

segundos

T

Flgura 7. Administragdo de veiculo (ac. ascérbico 1%) ou de metergolina no
Nucleo Paraventricular do Hipotalamo (NPV) e seus efeitos sobre a quantidade de
alimento ingerido, duragéo total e laténcia para iniciar a resposta de ingestéo de
alimentos em pombos saciados. A avaliagdo comportamental foi realizada durante
1 h. Os dados representam a média t erro padrdo da média de 9 pontos de
injecdo obtidos a partir do tratamento efetuado em 9 pombos com metergolina 100
nmol e, 6 pontos de inje¢&o obtidos a partir do tratamento efetuado em 6 pombos
com metergolina nas doses de 50 ou 25 nmol. (*) p< 0,05 em relagéo ao veiculo.
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Figura 8: Administragdo de vefculo (ac. ascorbico 5%) ou de metergolina no Nucleo
Paraventricular do Hipotalamo (NPV) e seus efeitos sobre a quantidade de agua
ingerida, duragdo total e laténcla para iniciar a resposta dipsogénica em pombos
saciados. A avaliagdo comportamental foi realizada durante 1 h. Os dados
representam a média + erro padrdo da média de 9 pontos de injecéo obtidos a partir
de tratamento efetuado em 9 pombos com metergolina 100 nmol e, 6 pontos de
injecdo obtidos a partir do tratamento efetuado em 6 pombos com metergolina nas
doses de 50 ou 25 nmol. (*) p< 0,05 em relagéo ao veiculo.
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Tabela 5: Duragao total (média + erro padrao da média, em segundos) dos comportamentos de imobilidade alerta, locomogéao,
autolimpeza e posturas tipicas de sono, observadas durante 1 h apés a injecdo de veiculo (ac. ascorbico 5%) ou de de
metergolina (100, 50 ou 25 nmol) no NPV de pombos saciados. Os dados foram obtidos a partir do tratamento efetuado em 9
pombos (100 nmol de metergolina) ou 6 pombos (25 e 50 nmol de metergolina).

Comportameris  Veeuo " Mewolne e

Imobilidade alerta 2080,11 + 234,13 2067,22+ 286,95 1732,66+ 402,19 1787,16+ 302,83
Locomogéo 33,88 + 8,52 82,88 + 45,54 62,66 + 19,90 36,16 £ 19,28
Autolimpeza 400,88 £ 99,03 287,44+ 66,86 498,16 + 132,51 464,00 £ 92,84
Posturas tipicas de sono 913,00 £ 246,03 923,44+ 237,28 1203,16+ 375,93 1247,83+ 311,54




Tabela 6: Laténcia (média * erro padrdo da média, em segundos) para iniciar a exibicdo dos comportamentos de imobilidade
alerta, locomogéo, autolimpeza e posturas tipicas de sono, observadas durante 1 h apds a injegcéo de veiculo (ac. ascorbico 5%)
ou de metergolina (100, 50 ou 25 nmol) no NPV de pombos saciados. Os dados foram obtidos a partir do tratamento efetuado em
9 pombos (100 nmol de metergolina) ou 6 pombos (25, 50 nmol de metergolina).

Imobilidade alerta 56,22 + 17,45 44,55+ 10,77 36,83+ 16,77 27,50+ 8,69
Locomocgéao 321,66 £ 99,34 781,65 £ 359,19 58,00 £ 29,91 688,66+ 583,35
Autolimpeza 398,00 + 125,68 327,22+ 94,99 194,66 + 60,37 154,83+ 68,04
Posturas tipicas de sono 1873,22+ 282,09 | 1996,88+ 369,25 1603,33+ 451,63 1194,16+ 500,46
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6. ADMINISTRAGAO I.C.V. DE METERGOLINA E SEUS EFEITOS SOBRE A

INGESTAO DE ALIMENTOS E DE AGUA EM POMBOS SACIADOS

A injecdo i.c.v. de 100 nmol de metergolina em pombos saciados, nio alterou a
quantidade de alimento ingerido durante 1 h ap6s o inicio da realimentacéo, (2,78 +
1,02 g de alimento consumido apds a injecédo i.c.v de veiculo vs. 3,45 + 0,60 g de
alimento consumido apés a injecdo i.cv. de metergolina, média + e.po.m., N = 4
p‘ontosbde injecéo, obtidos a partir do tratamento em 4 pombos). Da mesma forma, nao
houve diferengé significativa na duragao da reposta de ingestdo de alimentos nem na
laténcia para iniciar esse comportamento, éntre os grupos tratados com metergolina

ou ac. ascérbico 5% (Fig. 9).

O volume de agua ingerido nao foi alterado apds a inje¢éo i.c.v. de 100 nmol
de metergolina; do mesmo modo, ndo foram observadas alterages estatisticamente
significantes, nem na duragdo e nem na laténcia para iniciar a resposta dipsogénica

(Fig. 10).

A avaliagdo das alteragbes dos comportamentos ndo ingestivos provocadas
pela injecdo i.c.v. de metergolina na dose de 100 nmol, mostrou que nao ocorreram
diferencas estatisticamente significantes nas durac¢des totais dos comportamentos nao
ingestivos, como imobilidade alerta, autolimpeza, locomogdo e posturas tipicas de
sono. As laténcias para iniciar os comportamentos nao ingestivos mencionados acima

também se mantiveram inalteradas durante todo o periodo de observacao.

A seqiiéncia dos comportamentos emitidos pelos animais do grupo controle foi,
primeiramente, comportamentos nao ingestivos como autolimpeza e locomocéo,
seguido de comportamento de ingestao de alimentos, posturas tipicas de sono e, ao
final, ingestdo de agua. A administracdo i.c.v. de 100 nmol de metergolina manteve a -
seqgiiéncia de comportamentos inalterada, quando foi feita a comparagao com o grupo

controle.
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Figura 9: Administragéo i.c.v. de veiculo (ac. ascérbico 5%) ou de 100 nmol de
metergolina e seus efeitos sobre a quantidade de alimento ingerido, duragéo total e
laténcia para iniciar a resposta de ingestdo de alimentos em pombos saciados. A
avaliagdo comportamental foi realizada durante 1 h. Os dados representam a média
+ erro padrdo da média de 4 pontos de injegdo obtidos a partir do tratamento
efetuado em 4 pombos. (*) p< 0,05 em relagdo ao veiculo.
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Figura 10: Administragdo i.c.v. de veiculo (4c. ascérbico 5%) ou 100 nmol de

metergolina e seus efeitos sobre a quantidade de agua ingerida, duragéo total e

laténcia para iniciar a resposta dipsogénica em pombos saciados. A avaliagéo

comportamental foi realizada durante 1 h. Os dados representam a média + erro

padrdo da média de 4 pontos de inje¢do obtidos a partir de tratamento efetuado

em 4 pombos. (*) p< 0,05 em relagéo ao veiculo.




Tabela 7: Duragao total (média + erro padrao da média, em segundos) dos comportamentos de imobilidade alerta, locomogao,
autolimpeza e posturas tipicas de sono, observadas durante 1 h ap6s a injegéo i.c.v. de veiculo (ac. ascérbico 5%) ou de 100 nmol

de metergolina em pombos saciados. Os dados foram obtidos a partir do tratamento efetuado em 4 pombos.

Comportamentos Veiculo Metergolina
Imobilidade alerta 1999,37 + 150,46 1645,00 + 297,34
Locomocgéo | 17125 38,47 98,90 £ 55,63
Autolimpeza 441,50 + 65,60 | 406,90 + 102,74

Posturas tipicas de sono 789,95 + 124,89 1244 + 280,01




Tabela 8: Laténcia (média * erro padrdo da média, em segundos) para iniciar a exibicdo dos comportamentos de imobilidade
alerta, locomogao, autolimpeza e posturas tipicas de sono, observadas durante 1 h apés a injegéo i.c.v. de veiculo ou de 100 nmol

de metergolina em pombos saciados. Os dados foram obtidos a partir do tratamento efetuado em 4 pombos.

Comportamentos Veiculo Metergolina
Imobilidade alerta 50,87 + 11,32 81,25 + 8,42
Locomogao 264,87 + 142,71 ) 422 40 + 323,78
Autolimpeza 515,25 £ 103,42 321 ,57 + 164,62

Posturas tipicas de sono 2211,50 + 406,10 1329,80 + 204,06




DiscussAO
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Os resultados apresentados nesse estudo mostraram a presenga de receptores
serotonérgicos no NPV e a sua participagdo no controle neural da ingestdo de
alimentos em pdmbos. Na presente discussdo, as altera¢des induzidas pela injecao
intrahipotalamica de 5-HT ou metergolina sobre a ingestdo de alimentos, seréo
analisadas de acordo com os conceitos de saciagdo e saciedade postulados por
Blundell em 1991. De acordo com este autor, saciacdo € o processo no qual sinais
aferentes associados a ingestao de alimentos, como: estimulos visuais, gustativos,
offativos, aumento da motilidade do trato gastrointestinal, horménios liberados durante
a digestdo ou os metabodlicos originados a partir da digestdo dos alimentos,
desencadeiam o término da refeicdo. Saciedade, refere-se aos sinais que impedem o
inicio de uma nova refeicdo, determinando o intervalo entre o final de uma refeigdo e o
inicio de outra. Pode-se concluir, entdo, que saciacao define o tamanho e a duragao
da refeicéo, enquanto a saciedade determina o intervalo entre as refei¢des.

Os dados obtidos no presente trabalho mostraram que a injecdo de 5-HT no
NPV de pombos realimentados apds jejum de 24 h, provocou uma redugao na
quantidade total de alimento ingerido durante o periodo experimental. Essa redugéo foi
acompanhada por uma diminuigdo na duragdo total desse comportamento, sem,
entretanto, ocorrerem alteragbes significativas na laténcia para iniciar o primeiro
episodio da ingestdo de alimento. Adicionalmente, os resultados obtidos, apoés
tratamento com metergolina (um antagonista nao seletivo de receptores
serotonérgicos 5-HT,,) no NPV de pombos saciados, mostraram que a dose de 100
nmol foi capaz de provocar um aumento na quantidade de alimento ingerido. Essa
hiperfagia foi acompanhada por um aumento na duragao total da resposta de ingestao
de alimento, sem que houvesse alteragdes significantes na laténcia para iniciar o
primeiro episddio de ingestao de alimentos.

Esse conjunto de dados indica que a ativagdo de receptores serotonérgicos,

induzida pela injecdo de 5-HT no NPV, causa hipofagia, antecipando os sinais
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envolvidos com o fendmeno de saciagdo, sem alterar, no entanto, os sinais que
induzem a saciedade. Por outro lado, o bloqueio dos receptores serotonérgicos
localizados no NPV, induzido pelo tratamento com metergolina, provoca hiperfagia,
retardando os sinais que causam a saciacdo, sem, entretanto, afetar os sinais que
ind‘uzem a saciedade.

Essas alteracées na ingestao de alimento provocadas pela administracdo de 5-
HT ou de metergolina no NPV de pombos parecém‘ ser consequiéncias de um efeito
especifico da droga, ja que ndao houve comprometimento motor, como hiperatividade,
nem alteragcées nas duracbes de resposta ou nas laténcias para exibir os outros
comportamentos nao ingestivos, como, por exemplo, alteragcdes nas posturas tipicas
de sono.

A proximidade existente entre o NPV e o espaco intracerebroventricular poderia
criar a possibilidade de que a 5-HT ou metergolina, quando injetadas" no NPV,
pudessem difundir-se para o interior do 3° ventriculo e, seguindo o fluxo
cerebroespinhal, atingissem outras estruturas localizadas mais caudalmente no neuro-
eixo. Sendo assim, os efeitos hipofagico/hiperfagico causados, respectivamente, pela
adminisfragéo da 5-HT ou meteréolina no NPV poderiam ser consequéncias da sua
interagéo com receptores serotonérgicos localizados nesses locais e nao propriamente
no NPV. Entdo, os dados obtidos apdés a administracdo de 5-HT no NPV ou no 3°
ventriculo de pombos realimentados apés jejum de 24 h, ou os dados obtidos apés a
injecdo de metergolina no NPV ou no 3% ventriculo de pombos saciados,
demonstraram que a hipofagia/hiperfagia induzidas, se da realmente pela presenca de
receptores serotonérgicos no NPV, e que estes estdo envolvidos na geragéo de sinais
que determinam a quantidade de alimento ingerido e definem o término da refeigéo,
sem interferir no intervalo entre as refeigbes.

O fato de a administracdo i.c.v. (3° ventriculo) da mesma dose de 5-HT que foi
injetada no NPV (31 nmol) de pombos realimentados ap6s jejum de 24 h, néo ter

provocado alteracbes significativas nos sinais de saciedade nem nos de saciagéo,



59

confirma observacbes anteriores de nosso laboratério, mostrando que a injegéo i.c.v.
(ventriculo lateral), de doses semelhantes ou inferiores (9.7, 19.4, 38.7 nmol) aquelas
usadas no presente trabalho ndo induzem ‘a nenhuma modificagdo significante na
resposta de ingestado de alimentos de pombos (Steffens e cols., 1997).

Além disso, os dados obtidos em nosso trabalho sdo semelhantes aqueles
descritos na literatura em mamiferos, nos quais a administragao de 5-HT ou de seus
agonistas no NPV de ratos produz um significante decréscimo na quantidade de
alimento ingerido, associado com a diminui¢do na duragao total dessa resposta, sem
entretanto, alterar a laténcia para o primeiro episédio de ingestdo de alimentos
(Leibowitz, 1988; Leibowitz, 1990; Shor-Posner e cols., 1996).

Em pombos, dados obtidos em nosso laboratério mostraram que a injecdo de
5-HT no ventriculo lateral de pombos realimentados apés jejum de 24 h provocou uma
reducdo no consumo de alimento. Essa resposta hipofagica foi acompanhada por uma
grande elevacio na laténcia para iniciar a ingestao de alimento e por uma redugéo na
duracdo total dessa resposta, sugerindo que a ativacdo central dos receptores
serotonérgicos interfere tanto nos sinais de saciagdo como nos de saciedade. Nesse
mesmo estudo, a administracdo do agonista de receptores pré-sinapticos (5-HT;4), 0
80OH-DPAT, retardou o processo de saciagdo, aumentando a duragédo da resposta de
ingestédo de alimento e a quantidade de alimento ingerido. O processo de saciedade
também foi alterado, devido a reducdo na laténcia para iniciar o consumo de alimento
(Steffens e cols., 1997, Steffens, 1999).

A diferenca entre os efeitos desencadeados pela injecdo de 5-HT por via i.c.v.
e aqueles observados no presente trabalho, é que, enquanto a ativagédo de receptores
serotonérgicos localizados no NPV altera apenas os sinais de saciagdo, sem alterar os
sinais de saciedade, a ativag@o de receptores serotonérgicos por via i.c.v. afeta tanto
os sinais de saciacdo como os de saciedade. Esses dados sugerem a existéncia de
outros locais no SNC, além do NPV, que possam ter receptores serotonérgicos

envolvidos na modulacdo da ingestdo de alimentos em pombos, e que, nesses outros
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locais, a ativacdo serotonérgica possa interferir somente com sinais que geram a
saciedade, ou com sinais que induzem tanto a saciedade como a saciagao.

Com relagdo a esses possiveis sitios, dados apresentados no presente
trabalho indicaram a presencga de receptores serotonérgicos na POM e que esses
receptores estariam envolvidos somente com a regulagao dos sihais que induzem a
saciacdo e, aparentemente, ndo com aqueles envolvidos no controle de saciedade;
pois a injegdo de 5-HT na POM desencadeou um efeito hipofagico importante, porém,
ndo provocou nenhuma alteracdo na duragdo total ou na laténcia para iniciar a
resposta de ingestdo de alimentos.

Resultados do presente trabalho mostram que receptores serotonérgicos
envolvidos com a regulagédo da ingestdo de alimentos também foram encontrados no
AM. A administragdo de 100 nmol de metergolina numa porcéao caudal do AM induziu
um aumento na quantidade total de alimento ingerido. Esse aumento foi acompanhado
por. um aumento na duragao total dessa resposta, entretanto ndo houve altera¢des na -
laténcia para iniciar o primeiro episédid de ingestao de alimentos. Portanto, esses
dados excluem a possivel participagdo do AM dos 'circgitos neurais. que controlam os
sinais que induzem a saciedade em pombos.

E importante ressaltar que o pequeno numero de injegdes efetuadas na POM
ou na AM torna o resultado da analise estatistica pouco confidvel. Para uma
confirmacgéo dos resultados apresentados acima, bem como, o de sua interpretacao,
preciso ampliar o numero de inje¢ées nesses locais.

Entao, se os receptores serotonérgicos presentes na POM ou no AM néo estao
envolvidos com a mediagdo dos sinais que induzem a saciedade, outras areas
poderiam estar envolvidas com o controle da saciedade em aves. Dados obtidos
recentemente em nosso laboratério, excluem a rafe ponto mesencefalica, como um
nucleo envolvido com o controle da saciedade, pois a ativagdo de auto-receptores
serotonérgicos 5-HT,, através da injegdo de 80OH-DPAT, induziu a um intenso efeito

dipsogénico, mas nao provocou nenhuma alteragdo significante na quantidade de
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alimento ingerido, nem na duragdo ou na laténcia para iniciar este comportamento,
sugerindo que os receptores serotonérgicos, existentes nesse local, estariam
envolvidos com a regulac@o neural da ingestao de agua e ndao com o controle da
ingestéo de alimentos (dados ainda nZo publicados).

Outros nucleos neurais, contendo neurénios ou receptores serotonérgicos,
podem ser sugeridos como possiveis locais participantes dos circuitos serotbnérgicos
de controle dos fendmenos que induzem a saciedade. Evidéncias descritas na
literatura apontam a presengca de neurdnios serotonérgicos no hipotalamo
periventricular, recesso infundibular e em diferentes estruturas localizadas no
tegmento mesencefalico e romboencefadlico (Challet e cols., 1996). Fibras
serotonérgicas sao encontradas em diferentes estruturas do telencéfalo, diencéfalo e
mesencéfalo-romboencéfalo (Challet e cols., 1996). Em face dos fatos descritos
acima, se faz necessaria, a realizacao de novos estudos, a fim de determinar quais as
areas do SNC estariam envolvidas nos mecanismos serotonérgicos de controle da
saciedade em pombos.

Em resumo, tanto a dose de 31.-nmol de 5-HT, como a dose de 100 nmol de
metergolina, quando administradas no NPV, indicam a presenca de receptores
serotonérgicos envolvidos na modulagdo de sinais de saciagdo, mas nado de
saciedade. Quando as mesmas doses sdo administradas por via i.c.v., ndo sé&o
capazes de alterar a resposta de ingestdo de alimentos. Esse dado demonstra que os
efeitos provocados pela injecdo de 5-HT ou de metergolina no NPV ocorrem,
especificamente, por ativagao de receptores serotonérgicos presentes nesse nucleo.
De maneira geral, o NPV recebe uma influéncia serotonérgica continua e inibitéria
sobre a ingestao de alimentos em pombos.

Estudos realizados em no laboratério demonstraram a participacao de
receptores serotonérgicos 5-HTqa1, 5-HT2a2c NO controle neural da ingestdo de
alimentos e de agua em pombos, através da administra¢ao i.c.v. de agonistas como o

DOI (agonista.de receptor pos-sinaptico 5-HT2), 0 8 OH-DPAT (agonista de receptor
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pré-sinaptico 5-HT,,), o mCPP (agonista de receptor pés-sinaptico 5-HT.u1) ou 0
MK 212 (agonista 5-HT..c) (Steffens e cols., 1997; Steffens, 1999; Sell, 2000).

Os resultados obtidos nesses estudos (Steffens e cols., 1997; Steffens, 1999,
Sell, 2000), reforcam a idéia de que o controle serotonérgico da ingestao de alimentos
em aves é semelhante aquele observado em mamiferos. Nesse circuito serotonérgico,
os receptores 5-HTipne2a , quando ativados por diferentes agonistas inibiriam a
resposta de ingestdo de alimentos, enquanto que a ativagdo dos receptores pre-
sinépticos 5-HT,, por seu agonista seletivo 8-OH-DPAT, estimularia a ingestao de
alimento, possiveimente pela redugéo da atividade tdnica de neurdnios serotonérgicos
(Bovetto, 1995; Dourish, 1989; Simansky, 1995).

Os dados obtidos no presente trabalho ndo permitem avaliar qual o subtipo de
receptor serotonérgico envolvido com o controle neural da ingestdo de alimentos no
NPV, pois a metergolina, um antagonista no seletivo 5-HT,;, , poderia estar agindo
em diferentes subtipos de receptores serotonérgicos no NPV. Entdo, sdo necessarios
estudos complementares, utilizando a administracdo de agonistas e antagonistas
especificos de receptores 5-HT 44200 N0 NPV, para se obter, com mais clareza, qual o
subtipo envolvido na resposta hipofagica induzida pela administragéo de 5-HT no NPV
de pombos. De maneira geral, pode-se sugerir a presenca de receptores
serotonérgicos poés-sinapticos no NPV, e que esses receptores recebem uma
influéncia tdnica inibitoria de fibras serotonérgicas que fazem sinapses com eles.

Resultados do presente estudo mostraram, também, que a inje¢do de 31 nmol
de 5-HT no NPV de pombos realimentados apés jejum de 24 h, bem como a
administragdo de 100 nmol de metergolina no NPV de pombos saciados, foram
ineficazes para induzir uma resposta dipsogénica. Resultados de experimentos
conduzidos em nosso laboratério indicaram que a administragdo i.c.v de 5-HT
provocou um potente efeito dipsogénico, tanto em pombos saciados como em pombos
privados de alimento solido (Steffens, 1997; Sell, 2000; Brun, 2001). Portanto, se a

ativacio ou o bloqueio de receptores serotonérgicos no NPV de pombos nao alterou a
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ingestao hidrica, esse dado exclui a participagdo dos receptores serotonérgicos
presentes neste local no controle neural da ingestdo de agua.

Dessa forma, outros nlcleos do SNC podem estar envolvidos no controle da
ingestdo hidrica em pombos. Um estudo recente, realizado em nosso laboratério,
mostra que a ativagdo de receptores serotonérgicos pré-sinapticos 5-HT,, presentes
nos nucleos da rafe ponto mesencefalica, através da administracido de 8OH-DPAT em
pombos sacia‘dos, induziu a um intenso efeito dipsogénico (dados ainda nao
publicados), sugerindo o envolvimento deste nicleo no controle serotonérgico da
ingestdo de agua. Além disso, é possivel que outros sitios estejam envolvidos na
modulacdo neural da ingestdo hidrica, em pombos, pois, numerosas projecoes
originadas na rafe ponto mesencefalica se estendem para diversos sitios
telencefalicos (Yamada e Sano, 1985; Cozzi e cols., 1991; Challet e cols., 1996).

Adicionaimente, os dados na literatura apontam para uma .extensiva rede
neural distribuida pelo cérebro de mamiferos e que tem sido implicada no controle
comportamental e enddcrino da manutencédo de fluidos corporais, podendo incluir o
6rgdo subfornical, n. central da.amigdala, € o nucleo intersticial da estria terminal, n.
parabraquial lateral (Simpsom, 1973; Colombari, 1996). Entdo, esses também séc‘>
candidatos a nucleos que possivelmente possam estar envolvidos com a regulagao
serotonérgica da ingestdo de agua em pombos, e que devem ser explorados em
estudos futuros.

O efeito da administracdo de 5-HT sobre a ingestao de agua, em aves, é ainda
pouco estudado e incerto. Em frangos de corte, saciados, injegdes i.c.v. de 5-HT
provocaram um discreto aumento na ingestdo de agua e nenhum efeito em aves
submetidas a jejum de 24 horas (Denbow e cols., 1982). Em galinhas poedeiras,
injegbes i.c.v. de 5-HT provocaram um modesto e tardio aumento da ingestao de agua

e uma reducédo na ingestdo de alimentos (Denbow e cols., 1983).
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Concluindo, nosso estudo apontou a participagédo de receptores serotonérgicos
presentes no NPV de pombos e que esses estdo envolvidos com a regulagio neural
da ingestdo de alimentos, mais especificamente com o controle dos sinais induzem a
saciagio e nao aos sinais envolvidos na saciedade.

Nio podemos afirmar qual o subtipo de receptor serotonérgico esta envolvido
com as respostas ingestivas apresentadas neste trabalho, no entanto, podemos
concluir que os receptores serotonérgicos presentes no NPV sdo pos-sinapticos, e que
esses receptores recebem uma influéncia ténica inibitéria de fibras serotonérgicas que
fazem sinapses com eles.

O fato de a administracdo de 5-HT ou de metergolina do NPV néo ter alterado
em nenhum aspecto a ingestdo hidrica, demonstra que esses receptores
serotonérgicos presentes no NPV, ndo estdo envolvidos com os circuitos neurais de

ingestao de agua em pombos.
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