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RESUMO

A ingestdo de alimentos fornece os nutrientes adequados e substratos
energéticos para a ocorréncia de reacdes bioquimicas que geram
oscilagdes no metabolismo celular. Isto é acompanhado por flutuacdes
hormonais que por sua vez regulam a alimentacdo e o metabolismo.
Intimeros estudos, com distintas técnicas e protocolos experimentais,
nas Ultimas décadas, vém investigando o0s mecanismos neurais
envolvidos no comportamento ingestivo. A identificagdo de circuitos e
substincias envolvidas na modulacdo desse comportamento torna-o
cada vez mais compreendido. Os circuitos centrais serotonérgicos e
catecolaminérgicos estdo fortemente envolvidos no controle da ingestdo
de diversas substincias e nutrientes, como alimentos sélidos, dgua,
sodio e dlcool. Neste trabalho descrevemos a distribui¢do da marcacao
da proteina Fos, além da dupla marcacdo Fos+/TPH+ e Fos+/TH+ em
neurdnios do tronco encefdlico de pombos adultos apés um evento
ingestivo. Essa descricdo foi acompanhada por uma andlise dos
comportamentos que se associam a tal ingestdo. Dezoito pombos
adultos foram divididos em 3 grupos experimentais: grupo Palativel
(submetido a 1 hora de privacdo alimentar, seguida por ingestdo intensa
de ragdo palatdvel), grupo Privacdo (submetido a privagdo alimentar de
1 hora, com auséncia da re-apresenta¢do da comida apds esse periodo) e
grupo Controle (ragdo comum e dgua disponiveis ad libitum). Além
disso, para investigacdo do transito e esvaziamento géstrico, além das
condicdes de enchimento do trato gastrointestinal superior (TGIS) em
periodos de jejum e saciedade destes animais, o contetido do TGIS foi
separado em porcdes contidas no inglivio (papo), proventriculo
(estdbmago glandular) e ventriculo (moela) e mensurado apds diferentes
regimes experimentais. O grupo experimental Palatdvel foi o tinico que
exibiu um acentuado comportamento ingestivo, e, consequentemente,
uma sequéncia comportamental de saciedade (SCS) intensa e
consistente. O tempo de distdncia entre 0s comportamentos ingestivos e
0s outros comportamentos que fazem parte dessa sequéncia foi aceitivel
para afirmarmos que os resultados obtidos na andlise da marcacdo da
proteina Fos esteja especialmente ligada a ingestdo, e ndo a outros
comportamentos. A andlise total da expressdo da proteina Fos em todos
os nicleos demonstrou que o grupo Controle mantém uma ativagio
neuronal consistentemente moderada e estdvel. J4 no grupo Palatdvel
observamos uma redugdo geral na atividade dos neurdnios localizados
nesses nucleos, e diferencas entre este e o grupo Controle aparecem em



quase todas as regides analisadas. O grupo Privagdo foi o que menos
apresentou diferengas em comparagdo ao grupo Controle. Isso indica
que na maioria dos casos estudados, a privacdo alimentar por uma hora
nido afeta de forma importante a atividade dos nicleos do tronco
cerebral investigados aqui. A intensa ingestdo de alimentos também
parece estar associada a uma reducdo geral da expressdo de dupla
marcacdo Fos+/TPH+. J4 com relacdo a expressdo de neur6nios
catecolaminérgicos ativos, a intensa ingestdo alimentar parece reduzir o
nimero dessas células em alguns nicleos, como o A8, o A6 e o Scd,
aumentar em outros, como os nucleos LC e CS, e ndo afetar os nucleos
Anl e Rp. Apesar de terem sido encontradas diferencas significantes
entre 0s grupos experimentais nos casos de neurdnios serotonérgicos
e/ou catecolaminérgicos ativos, essas duplas marca¢des aparecem
sempre em nimero bastante pequeno. Quando comparamos a populagio
total existente de células serotonérgicas e/ou catecolaminérgicas nesses
nucleos, os casos desses neurOnios ativos em qualquer uma das trés
situagdes, parece ser pouco significativa. Ou seja, a grande maioria da
populacdo de neurdnios serotonérgico efou catecolaminérgicos
encontrada nessas regides ndo € afetada pelo protocolos relacionados a
ingestdo aqui realizados. Apesar disso, em diversos desses nicleos a
densidade de expressdio Fos varia significantemente, em ndmeros
proporcionalmente muito maiores. Isso sugere que na fase de pré-
saciacdo em que se encontram os animais do grupo Palatavel, outros
grupos neuronais, que ndo serotonérgicos ou catecolaminérgicos,
estejam fortemente envolvidos.

Palavras-chave: Columba livia, ingestdo, serotonina,
catecolaminas, tronco encefélico.



ABSTRACT

Food intake provides the appropriate nutrients and energy substrates for
the occurrence of biochemical reactions that generate oscillations in
cellular metabolism. This is accompanied by hormone fluctuations
which in turn regulate feeding and metabolism. Numerous studies with
different techniques and experimental protocols have been investigating
the neural mechanisms involved in feeding behavior. The identification
of circuits and substances involved in the modulation of this behavior
makes it increasingly understood. The central circuits catecholaminergic
and serotonergic are involved in the ingestion control of various
substances and nutrients such as solid foods, water, sodium and alcohol.
Here we describe the distribution of Fos protein labeling, as well as
double-labeling Fos + / TPH + and Fos + / TH + neurons in the
brainstem of adult pigeons after an ingestive event. This description was
accompanied by an analysis of the behaviors that are associated with
food intake. Eighteen adult pigeons were divided into three
experimental groups: Palatable (subjected to 1 hour of food deprivation,
followed by intense palatable food intake) Deprivation group (subjected
to food deprivation for 1 hour without refeeding after this period) and
Control group (usual food and water available ad libitum). Furthermore,
to investigate gastric transit and emptying, and filling conditions of
superior gastrointestinal tract (SGIT) during periods of fasting and
satiety, the contents of SGIT was separated into portions in the crop,
proventriculus (glandular stomach) and ventriculus (gizzard) and
measured after different experimental regimes. The Palatable group was
the only one that exhibited a intense intake behavior, and, consequently,
a behavioral satiety sequence (BSS) intense and consistent. The time
distance between ingestive behaviors and others that are part of this
sequence was acceptable for affirming that the results obtained for
marking the Fos protein is particularly related to ingestion, and not
other behaviors. The total analysis of Fos expression in all nuclei
demonstrated that Control group consistently maintains a moderate and
stable neuronal activation. In Palatable group was observed a general
reduction in the activity of neurons located in these nuclei and
differences between this group and the control appear in almost all
regions analyzed. The deprivation group showed less differences
compared to Control group. This indicates that in most cases studied,
the food deprivation for an hour does not affect significantly the activity
of brainstem nuclei investigated here. The intense food intake also



appears to be associated with a general reduction in the expression of
Fos double labeling + / + TPH. As to the expression of
catecholaminergic neurons active, intense food intake appears to reduce
the number of these cells in some nuclei, such as the A8, A6 and Scd,
increase in others, such as LC and CS, and not affect the Anl and Rp.
Although significant differences were found between the experimental
groups in cases of serotonergics and / or catecholaminergics active
neurons, these markings appear always small in numbers. When
comparing the total population of serotonergic and / or
catecholaminergic cells, these active neurons in any of the three
situations, seems to be little significant. In other words, the majority of
the population of serotonergic and / or catecholaminergic neurons found
in these regions is not affected by protocols performed here.
Nevertheless, in several of these nuclei the density of Fos expression
varies signifcantly, in larger numbers. This suggests that in the pré-
satiation other neuronal groups that not catecholaminergic or
serotonergic, are strongly involved.

Keywords: Columba livia, food intake, serotonin,
catecholamines, brainstem.
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1 INTRODUCAO

A ingestdo de alimentos fornece os nutrientes adequados e
substratos energéticos para a ocorréncia de reagdes bioquimicas que
geram oscilagdes no metabolismo celular (DIETRICH e HORVATH,
2009; PARK et al., 1995. Isto é acompanhado por flutuagcdes hormonais
que, por sua vez regulam a alimentagcdo e o metabolismo (DIETRICH e
HORVATH, 2009). Intimeros estudos, com distintas técnicas e
protocolos experimentais, tém investigado 0s mecanismos neurais
envolvidos no comportamento ingestivo de mamiferos (STANLEY e
LEIBOWITZ, 1984; ZHANG et al., 1994; HORVATH e DIANO,
2004; FULTON et al., 2006; HOMMEL et al., 2006; DIETRICH e
HORVATH, 2009). Assim, a identificacdo de circuitos e substincias
envolvidas na modulacdo desse comportamento torna-o cada vez mais
compreendido. Conhecidas fun¢des que compreendem as diversas fases
do comportamento alimentar podem ser divididas em componentes
motivacionais, enddcrinos, somaticos e autondmicos (KROWICKI e
HORNBY, 1995; PARK et al., 1995; YANG et al., 2002). Tais
componentes t€m como resposta alteracdes das secrecdes pancredticas
enddcrinas e exdcrinas, alteracdes somadticas e viscerais (LEIBOWITS e
STANLEY, 1986), bem como mudangas nas secregdes e motilidade
gastrica (YANG et al., 1990; 1993; KROWICKI e HORNBY, 1994)
alteracdes respiratorias, e na regulacio do ciclo circadiano
(RICHERSON et al., 2001, WANG et al., 2001).

Os eventos envolvidos na regulacdo do comportamento alimentar
sdo integrados principalmente no hipotdlamo. Existem evidéncias de
que dreas especificas do hipotdlamo medial sdo importantes na
regulacdo da ingestdo de alimentos (ANAND e BROBECK, 1951;
DIETRICH ¢ HORVATH, 2009). Lesdes realizadas em areas mediais
levam a hiperfagia e obesidade (BROBECK, 1946; ANAND e
BROBECK, 1951; DIETRICH e HORVATH, 2009), enquanto que
lesdes bilaterais no hipotdlamo lateral cessam o consumo de alimentos.
Porém, outras estruturas também participam intensamente da regulacio
desse comportamento. Nos seres humanos, embora as dreas primdrias
(tais como o hipotdlamo e mesencéfalo) estejam envolvidas na ingestdo,
as dreas mais superiores t€ém uma influéncia importante na homeostase
da alimentagdo didria. O sabor, o cheiro e a aparéncia dos alimentos
podem também estimular dreas sensoriais que se projetam para sitios
mais inferiores, levando a alimentacdo. Além disso, os componentes
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psicolégicos podem conduzir a ingestdo de alimentos, em parte devido
as projecdes do cortex. Mesmo que a sinaliza¢do de rede que controla o
balanco energético didrio seja altamente complexa, existem varios
nucleos localizados no hipotdlamo e no tronco encefdlico, que
desempenham um papel essencial no controle da alimentagdo. Além
disso, diversas pesquisas t€m identificado a participacdo de diferentes
substincias na regulacdo ingestiva: neuropeptideos, como a
colecistoquinina, a galanina, a grelina e o neuropeptideo Y, hormdnios
como oxitocina e insulina, € neurotransmissores, COmo a serotonina, as
catecolaminas e o glutamato.

Os circuitos centrais serotonérgicos em mamiferos estdo
fortemente envolvidos no controle da ingestdo de diversas substincias e
nutrientes, como alimentos sélidos, dgua, s6dio e dlcool. Manipulagdes
farmacoldgicas que reduzem a neurotransmissdo serotonérgica central
estimulam a ingestdo de alimentos, enquanto aumentos na atividade de
circuitos centrais que liberam serotonina inibem este comportamento
(SIMANSKY, 1996). Estas respostas s3o mediadas por diversos
subtipos de receptores (GLENNON e DUKAT, 1995; SAMANIN e
GRIGNASCHI, 1996). A acdo inibitéria de circuitos serotonérgicos
centrais parece decorrer de atividades tOnicas que mantém baixa a
probabilidade de um episddio ingestivo ser iniciado durante o estado de
saciedade. Em apoio a existéncia desta fung@o inibitéria tonica, a
injecdo de metergolina (MET, um antagonista ndo-seletivo de
receptores 5-HT ;) ou a ativagdo de receptores 5-HT-1, (que diminui a
atividade de neurdnios serotonérgicos) desencadeiam um aumento de
ingestdo de alimentos em animais saciados (COSCINA et al., 1994;
PARKER e COSCINA, 2001). A serotonina também cumpre um
importante papel na fisiopatologia de distirbios da ingestdo de
alimentos em humanos (BREWERTON, 1995; WELTZIN et al., 1994).

Manipulagdes de circuitos serotonérgicos periféricos e centrais
afetam também o balango entre a ingestdo de dgua e cloreto de sédio. A
ativacdo de receptores 5-HT periféricos interage com o sistema renina-
angiotensina e provoca intenso efeito dipsogénico em roedores
(SIMANSKY, 1996), e a ativagdo de receptores 5-HTp,,. via
intracerebroventricular (ICV) reduz a ingestdo de 4gua induzida por
privagdo e também por inje¢des ICV de carbacol ou angiotensina II em
ratos (REIS et al., 1990 a; REIS et al., 1990b). Além disso, lesdes do
nidcleo dorsal da rafe ou deplecdo de 5-HT provocadas por inje¢des
sisttmicas de PCPA aumentam a ingestdo de dgua e de sodio em ratos
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(REIS et al., 1994; CAVALCANTE-LIMA et al., 2005). Estes dados
indicam que tais circuitos serotonérgicos podem estar envolvidos de
forma importante nos mecanismos de controle da osmolaridade e do
volume do meio interno em mamiferos.

Assim como a serotonina, as catecolaminas também exercem um
importante papel no controle ingestivo. A noradrenalina foi o primeiro
neurotransmissor ligado a mudangas no comportamento alimentar
(GROSSMAN, 1960). Muitos estudos demonstraram que a
administracdo de noradrenalina no hipotdlamo pode ter efeitos
hiperfagiantes ou hipofagiantes, dependendo do local em que a droga é
administrada (LEIBOWITZ, 1986). A estimulagdo da ingestio de
alimentos parece estar relacionada com receptores alfa-2, e a inibigéo
com receptores alfa-1 (LEIBOWITZ, 1988). A administracdo de
noradrenalina em ratos mostra-se mais eficaz se administrada em
momentos naturais de picos ingestivos, ou seja, no inicio do ciclo
escuro do dia. As concentracdes extracelulares de noradrenalina,
detectadas por canulas de microdidlise no PVN, aumentam com
diversos tratamentos indutores da fome, e também no periodo do
anoitecer (STANLEY et al., 1989). LEIBOWITZ também sugeriu, com
base em estudos tanto relacionados a selecdo de alimentos espontanea
quanto induzida por administracio de noradrenalina, que a agdo da
noradrenalina no PVN pode ndo sé aumentar a ingestdo alimentar, mas
também envolver seletivamente um apetite por carboidratos
(LEIBOWITZ, 1986; LEIBOWITZ, 1988).

Evidéncias sugerem que as catecolaminas estejam envolvidas nos
aspectos inespecificos de comportamentos. Por exemplo, uma variedade
de estimulos sensoriais t&ém mostrado aumentar a atividade nos sistemas
centrais catecolaminérgicos medidos por meio de técnicas
electrofisioldgicas, bioquimicas e electroquimicas. Por outro lado, a
destruicdo destes sistemas conduz a uma profunda diminui¢do na
capacidade de resposta sensorial (STRICKER e ZIGMOND, 1984).
Estudos relacionados ao papel de neurdnios dopaminérgicos da
substincia nigroestriatal nos comportamentos motivados indicam que a
liberagcdo de dopamina estd acentuadamente elevada em resposta a uma
variedade de estimulos ambientais intensos. Por outro lado, as lesdes
desta via prejudicam a integracdo sensdrio-motora, e, assim, podem
levar a acinesia, negligéncia sensorial e virtual, além da eliminacdo de
atividades voluntdrias. Além disso, embora haja uma recuperacdo
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gradual da funcdo nestes animais com danos cerebrais, eles
permanecem menos sensiveis a estimulagdo do que os animais controle.
Por exemplo, eles comem, mas mantém o peso corporal em um nivel
consideravelmente mais baixo com relagdo aos controles. Estes e outros
achados sugerem um papel importante das catecolaminas na excita¢dao
comportamental, que permite a esses animais permanecem alertas e
responderem apropriadamente a estimulos sensoriais relevantes
(STRICKER e ZIGMOND, 1984).

Nos tltimos anos, nosso laboratério tem analisado o papel de
circuitos monoaminérgicos (serotonina: BRUN et al., 2001; DA SILVA
et al., 2007; DOS SANTOS et al., 2005 a e 2005 b; DOS SANTOS et
al., 2009; HACKL et al, 2005, DA SILVA et al, 2004;
MENEGHELLI et al., 2009; STEFFENS et al, 1997a; STEFFENS et
al., 1997b; STEFFENS et al., 1999; Catecolaminas: CANELLOet al.,
1993; DARIO et al., 1996; SOUZA et al., 1996; HAGEMANN et al.,
1998, MARINO-NETO e¢ ARMENGOL, 2000; SABI et al, 2002;
MARINO-NETO et al., 2004; RAVAZIOet al., 1990; RAVAZIO E
PASCHOALINI, 1991), colinérgicos (AZEVEDO et al., 2002; DE
MELLO et al., 1996), glutamatérgicos (DA SILVA et al., 2003; DA
SILVA et al., 2006; ZENI et al., 2000) e peptidérgicos (DA SILVA et
al., 2008) no controle da ingestdo em aves.

Diversos estudos tém evidenciado a existéncia de sistemas
serotonérgicos no cérebro de aves anatomicamente compardveis aos
observados em mamiferos (ALESCI e BAGNOLI, 1988; COZZI et al.,
1991; HACKL et al., 2005; HIRUNAGI et al.., 1992; MENEGHELLI
etal.,2009; METZGER et al, 2002;YAMADA e SANO, 1985).

Algumas fibras serotonérgicas sdo dirigidas a distritos
diencefdlicos e telencefdlicos relevantes no controle ingestivo (COZZI
et al.,1991; METZGER et al, 2002).De forma semelhante ao observado
em mamiferos, inje¢des intracerebroventriculares (ICV) de 5-HT ou de
DOI (um agonista de receptores 5-HT,4,c) em pombos privados de
alimentos por 24 h provocam um intenso efeito hipofagico (STEFFENS
et al, 1997a; STEFFENS et al,1999). Um efeito hiperfagico foi
observado nestes animais apds a inje¢do ICV de GR46611 (um agonista
de receptores 5-HTp/p; DA SILVA et al., 2004), ou de metergolina
(MET) em diversos nticleos hipotaldmicos (DA SILVA et al., 2007). Ja
a administracdo ICV de 8-OH-DPAT provoca um efeito hiperfagico
modesto em pombos privados de alimentos (STEFFENS et al., 1997 a)



25

ou ndo afeta a ingestdo de alimentos em animais com livre acesso a
comida (DA SILVA et al., 2004). A injecdo intra-rafe desta droga em
animais saciados provoca modesto efeito hiperfigico (HACKL et al.,
2005). Estes dados indicam que embora a existéncia de controles
serotonérgicos tonicamente ativos com agao inibitéria sobre a ingestdo
de alimento possa ser uma propriedade filogeneticamente conservada
nos amniotas, 0s mecanismos e circuitos cerebrais subjacentes a estes
controles podem variar intensamente.

Outra resposta interessante dos nossos estudos foi o potente
efeito dipsogénico de injecdes ICV de 5-HT. O volume de dgua
ingerido na primeira hora apds a injecdo (35.7 £ 3.1 ml) equivale a 10
9% do peso corporal dos animais. Além disso, a administragdo ICV de 8-
OH-DPAT reproduz os efeitos dipsogénicos do tratamento com 5-HT,
enquanto o tratamento com DOI nfo afeta a ingestdo de dgua nestes
animais (DA SILVA et al., 2004; STEFFENS et al., 1999). Aumentos
na ingestdo de dgua ndo foram notados apds tratamento similares com
5-HT em diferentes linhagens de galinhas (DENBOW er al., 1983;
DENBOW, 1984). Observamos assim, que circuitos serotonérgicos
centrais estdo envolvidos no controle do balanco hidroeletrolitico em
pombos.

Adicionalmente, ainda podemos mencionar a relagdo entre
circuitos serotonérgicos e a regulacdo dos estados de alerta e as
mudancas gerais de atividade elétrica de diferentes regides cerebrais
durante as vdrias fases do ciclo vigilia-sono. Inje¢des de 5-HT no
ventriculo lateral de gatos provocam sinais de sonoléncia e sono
profundo; efeitos similares foram observados apds injecdo intravenosa
de 5-HT (5-30 pg/kg) em gatos curarizados (KOELLA e CZICMAN,
1966). Neurdnios serotonérgicos mesencefélicos apresentam um padrio
lento e regular de descarga durante a vigilia que decai gradualmente ao
longo das diferentes fases do sono de ondas lentas e que se torna
virtualmente inativo durante o sono paradoxal (JACOBS e FORNAL,
1999). Antagonistas 5-HT,, como a ritanserina, promovem intenso
aumento do sono de ondas lentas em roedores e humanos (KANTOR et
al., 2004). Em contraste, o antagonista 5-HT,g SB-215505 aumenta a
atividade motora e vigilia, diminuindo a atividade hipocampal durante a
vigilia e o sono paradoxal de ratos.
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Nossos dados mostraram que, comparado ao observado em
mamiferos, a indu¢do de um potente efeito hipnogé€nico é uma
conseqiiéncia importante das injecdes centrais de 5-HT em pombos.
Sinais intensos de sono, detectados a partir da adocdo de posturas
tipicas do sono noturno destas aves, foram observados de forma dose-
dependente apds inje¢cdes ICV de 5-HT em pombos saciados ou
privados de comida (STEFFENS et al., 1997a). Injecdes de 8-OH-
DPAT em pombos, por via sist€mica (DOS SANTOS et al., 2005; DOS
SANTOS et al., 2009) ou ICV (STEFFENS et al., 2001) aumentaram o
sono, enquanto que inje¢des ICV de DOI (um agonista de receptores 5-
HT;anc) ou quipazine (um agonista de receptores 5-HT3) ndo afetaram
comportamentos de sono nestes animais (STEFFENS et al., 2001).
Além disso, a administracdo intramuscular de zimelidina, um inibidor
seletivo da recaptagdo de serotonina, é capaz de diminuir em até 30% o
sono paradoxal de aves (FUCHS et al., 2006). Estes dados sugerem que,
tanto em mamiferos como em aves, o sistema serotonérgico cumpre um
papel importante e evolutivamente conservado na regulacdo dos estados
de alerta.

Diversos estudos também vém demonstrando a presenca de
sistemas catecolaminérgicos no encéfalo de pombos e outras espécies de
aves (KNIGGE e PIEKUT, 1985; BERK et al., 1993; RODMAN e
KARTEN, 1995; MOONS et al, 1994; MARINO-NETO e
ARMENGOL, 2000). Estudos anteriores realizados em nosso
laboratério analisaram os efeitos comportamentais da administragdo
ICV de 1 microlitro de adrenalina e de noradrenalina (ambas na
concentracdo de 30 nmol/microlitro) no ventriculo lateral de pombos
adultos (RAVAZIO et al., 1990). Nos animais com livre acesso a
alimentacdo no periodo experimental, as injecdes das catecolaminas
provocaram um imediato e intenso efeito ingestivo, seguido por
aumento na durag¢@o do sono (50-90% maior que a duragdo apresentada
pelo animais controle tratados com veiculo). Pombos tratadas com
adrenalina ou apenas com veiculo, e colocados em gaiolas individuais
sem acesso a alimentacdo exibiram aumento na duragdo dos
comportamentos exploratérios e menor duracdo de sono quando
comparados aos animais controle (tratados com veiculo e com ragéo e
dgua ad libitum). Estes dados sugerem que o sono pds-prandial nesta
situacdo pode representar uma consequéncia dos processos relacionados
com a alimentag@o evocada por ambas as catecolaminas (RAVAZIO et
al., 1990). Em estudo realizado por RAVAZIO e PASCHOALINI
(1992), foram analisados os efeitos de injecdes de noradrenalina,
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adrenalina e dopamina (80nmol/microlitro) no ventriculo lateral de
pombos adultos, sobre o comportamento alimentar. Foi observado
nesses experimentos um aumento significante no consumo de alimentos
na primeira hora apds a administracdo de noradrenalina e adrenalina
(RAVAZIO e PASCHOALINI, 1992). A noradrenalina também causou
uma reducdo na ingestdo alimentar durante a segunda hora apds a
administragdo, assim como a dopamina, que também levou a redugéo da
ingestdo alimentar na segunda e terceira hora pds-injecdo (RAVAZIO e
PASCHOALINI, 1992). A ingestdo total de alimentos para o periodo de
6 horas foi semelhante entre os grupos experimentais € o grupo
controle. Além disso, o consumo de dgua ndo foi afetado pela
administragdo de nenhuma das catecolaminas durante algum periodo
especifico, mas a ingestdo total aumentou com a injecdo de
noradrenalina. Estes resultados sugerem que as catecolaminas estejam
envolvidas no controle neural do consumo de comida, mas ndo de dgua,
nesses animais (RAVAZIO e PASCHOALINI, 1992).

Em outro trabalho, foram analisados os efeitos sobre o
comportamento alimentar de injecdes locais de adrenalina (6 nmol) ou
noradrenalina (16 nmol) no nicleo paraventricular (PVN) e em outros
distritos do hipotdlamo anterior de pombos saciados (HAGEMANN et
al., 1998). Quando administradas no PVN, tanto a adrenalina quanto a
noradrenalina induziram aumento da ingestdo na primeira hora apds a
injecdo. As respostas causadas pelas injecdes de adrenalina foram
significantemente maiores do que as observadas apds injecdes de
noradrenalina (HAGEMANN ef al., 1998). Outras medidas
comportamentais (sono, exploracio e auto-limpeza) nao foram afetadas
pelos tratamentos. O pré-tratamento local com fentolamina (20 nmol),
aboliu a resposta ingestiva induzida pela adrenalina, € o mesmo nao foi
observado com pré-tratamento com propranolol (HAGEMANN et al.,
1998). Sitios hipotaldmica laterais também responderam as inje¢oes das
catecolaminas, também com aumento da ingestdo, seguida por
aumentos na duracdo do sono. Juntamente com outras provas, OS
presentes resultados indicam que os circuitos catecolaminérgicos
encontrados no hipotdlamo dessas aves desempenham um papel
importante nos mecanismos de controle da ingestio de alimentos,
equivalente ao observado nas espécies de mamiferos (HAGEMANN et
al., 1998).



28

Além disso, DARIO et al (1996) demonstraram um intenso
comportamento de sono pds-prandial em pombos apds a alimentagdo
tanto provocada pela administragio ICV de adrenalina em animais
saciados, quanto apds a interrupgdo de jejum prolongado (96h). Estas
semelhancas comportamentais foram tomadas como indicagdo de um
papel fisiolégico para os circuitos adrenérgicos centrais na regulacdo da
ingestdo de alimentos nessas aves (DARIO et al., 1996). Ainda nesse
estudo, os pesquisadores compararam os sinais eletrogrédficos
relacionados ao sono que se desenvolve apds a ingestdo alimentar em
ambas as condi¢Oes experimentais. Com isso, chegaram a conclusdo de
que os comportamentos pds-prandiais no pombo incluem um aumento
significante na incidéncia de sono de ondas lentas e sono REM (DARIO
et al., 1996). A distribui¢do temporal, a duracdo total e a média da
duracdo destes estados de sono, assim como a laténcia para o primeiro
episddio de sono de ondas lentas, foi estatisticamente semelhante em
ambas as situacdes de alimentacdo. Em estudos realizados por
CANELLO et al (1993), foram investigadas as semelhangas entre a
alimentacdo e o perfil comportamental pds-prandial apds diferentes
periodos de privacdo alimentar, e apds administracdo ICV de adrenalina
(30 nmol/microlitro) em pombos saciados.

Os resultados indicaram que o aumento pds-prandial do sono
apds tratamento com adrenalina, € semelhante apenas aquele observado
depois de periodos prolongados de jejum. Estes efeitos
comportamentais similares foram discutidos como representando o
produto de niveis semelhantes de sinais de saciedade, obtido apds a
sinalizagdo equivalentes de desafios para a homeostase de energia, tanto
apés jejum de 96h, quanto apds administracdo da adrenalina.
CANELLO et al (1993) sugerem que tais injec¢des ICV podem
provocar um estado central compardvel ao de jejum prolongado, e que
este neurotransmissor pode participar como um mediador quimico na
regulacdo da ingestdo de alimentos no pombo (CANELLO et al., 1993).
Esses dados indicam um acoplamento de componentes centrais
catecolaminérgicos no controle da ingestdo de alimentos, sugerindo
assim que o sono pds-prandial pode representar um elemento importante
nas alteracdes metabdlicas relacionadas a alimentacdo, de forma
semelhante ao observado em mamiferos (CANELLO et al., 1993;
DARIO et al., 1996).

Relatando os aspectos neuroanatdmicos e mecanismos funcionais
da regulacdo alimentar, torna-se pertinente mencionar 0S
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comportamentos pods-prandias, muitas vezes referidos acima. Os
fendmenos fisioldgicos decorrentes da ingestdo alimentar parecem estar
articulados a modificagdes comportamentais peri e pds-prandiais que
também s3o bastante complexas: durante ou apds a ingestdo de
alimentos ocorrem mudancas na ingestdo hidrica, em comportamentos
de manutencdo (por exemplo, auto-limpeza/ “grooming”), e na
incidéncia de sono ou de posturas tipicas de repouso, que ja foram
causalmente associadas ao ato de comer (SOMERVILLE e CLIFTON,
1996; KRALY, 1990). O sono é um dos mais notdveis sinais de
saciedade, e integra as complexas estratégias de conservagdo de energia
em mamiferos (DANGUIR, 1987; DANGUIR et al., 1979, DANGUIR
e NICOLAIDIS, 1980; DANGUIR e NICOLAIDIS, 1979, DANGUIR e
NICOLAIDIS, 1985; LORENZ et al., 1998). Esta associacdo foi usada
para avaliar o papel de neuropeptideos como sinalizadores fisioldgicos
de saciedade em mamiferos, comparando os perfis comportamentais
provocados por estes peptideos aos observados apds a interrupcio de
um jejum prolongado (MANSBACH e LORENZ, 1983; DE SAINT
HILAIRE-KAFI et al., 1989; DE SAINT HILAIRE e NICOLAIDIS,
1992; DE SAINT HILAIRE et al.,, 1995). Bastante estudada em
roedores e primatas, a Sequéncia Comportamental de Saciedade (SCS),
traduzido do inglés Behavioral Satiety Sequence, consiste no conjunto
temporalmente organizado desses eventos comportamentais que
sucedem a ingestdo de alimentos (HALFORD et al., 1998).

Estudos realizados em nosso laboratério demonstraram a
presenca de uma SCS em aves (DOS SANTOS, et al., 2011; SPUDEIT
et al., 2013). A interrup¢do de periodos prolongados de privacdo de
alimento (de 48-96 h) em pombos provoca intensas manifestagdes de
sono  pods-prandial, que sdo acompanhados por  sinais
eletroencefalograficos de sono de ondas lentas e sono paradoxal
similares aos do sono noturno (DARIO et al., 1996). Estes sinais de
sono sdo idénticos aos observados apds a intensa ingestdo de alimentos
provocada por injecdes centrais de adrenalina em pombos saciados e
despertos, sugerindo uma fung¢do fisioldgica de circuitos adrenérgicos
centrais no controle da ingestdo de alimentos nesta ave compardvel ao
observado em roedores (DARIO et al., 1996; CANELLO et al., 1993;
RAVAZIO et al., 1990).

Além de respostas adaptativas similares a eventos ingestivos,
mamiferos e aves parecem partilhar aspectos similares da circuitaria
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neural de controle da SCS. Os processos evolutivos que moldaram os
vertebrados atuais parecem ter preservado, sem mudangas notdveis ao
longo dos ultimos 400 milhdes de anos, uma série de caracteristicas
anatomicas e neuroquimicas dos circuitos serotonérgicos centrais
(PARENT, 1981; NORTON et al., 2008).E bem menos claro se tal
estabilidade evolutiva se estende aos aspectos funcionais destes
circuitos. Embora pouco estudados em ndo mamiferos, mecanismos
serotonérgicos importantes para a regulacdo de comportamentos
ingestivos, de sono e de defesa tém sido relatados em aves, a exemplo
do observado principalmente em roedores e primatas. Tais semelhancas
podem apontar tanto para uma conservagdo de funcdes (e, portanto, de
verdadeiras homologias, sugestivas de um papel fundamental e
evolutivamente preservado destes mecanismos) ou serem produto de
convergéncia evolutiva (e, portanto, refletindo pressdes seletivas
comuns que produzem caracteristicas similares, mas nao relacionadas
filogeneticamente).

E importante ressaltar, que em mamiferos, os métodos
empregados para provocar uma intensa ingestdo alimentar, e
consequente SCS, lancam mio da privacdo prolongada de alimentos
(24-48 h) ou restricdo alimentar sistemadtica, seguida por reapresentagao
do alimento (HALFORD et al., 1998). Porém, dados demonstram que
tanto em aves quanto em mamiferos, a privacdo de alimentos modifica
os padrdes de sono (aumentando a vigilia e reduzindo o tempo
despendido em sono paradoxal) e mudancas subitas de rotinas
ingestivas contribuem para um substancial atraso nos ritmos circadianos
em aves e mamiferos (BORBELY, 1977; DANGUIR e NICOLAIDIS,
1979; PHILLIPS et al., 1991; RASHOTTE, et al., 1997; RASHOTTE,
et al., 1998; RASHOTTE, et al., 1999; SCHWARTZ e SEELEY, 1997;
LAURILA et al., 2003). Tais efeitos podem introduzir varidveis ndo
controldveis na expressdo da SCS, alterando o impacto do fendmeno
ingestivo no sono pods-prandial. Além disso, a ingestdo de alimentos é
fonte importante de sinais que provocam a sede e a ingestdo de dgua, e a
privacdo de alimentos reduz a ingestdo de dgua tanto em aves quanto
em mamiferos: a reapresentacdo da comida desencadeia uma ingestdo
aumentada de dgua, quando esta estd disponivel (KRALY, 1990;
KRALY et al., 1995; ZEIGLER et al., 1972; ZORRILLA et al., 2005).
Além dos aspectos acima citados, convém mencionar que o jejum
alimentar é acompanhado por hipotermia e hipometabolismo, que sdo
prontamente revertidos (normalizados ou mesmo elevados em relagdo
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ao estado de repouso) pela reapresentacao de alimentos (SCHWARTZ e
SEELEY, 1997; SZEKELY et al., 1997; EMBER et al., 2000).

Sendo assim, este trabalho questiona o que esperar da atividade
de células serotonérgicas e catecolaminérgicas no pico de ingestdo
alimentar, e pressupde que essa fase esteja acompanhada por mudancas
na ativacdo desses neurdnios.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo investigar o padrdo de
ativacdo de neurdnios serotonérgicos e catecolaminérgicos relacionados
a ingestdo de alimentos no tronco encefilico de pombos adultos
(Columba Livia).

1.1.2 Objetivos especificos

1) Quantificar a ativacdo neuronal no tronco encefdlico,
associada a manipulagdes da disponibilidade de comida e
dgua, por meio da expressdo da proteina Fos.

2) Correlacionar as dreas de ativacdo neuronal com o regime
experimental ao qual o animal foi submetido.

3) Descrever a distribuicdio de neurdnios onde existe
colocaliza¢do de imunorreatividade para Fos-TPH e Fos-TH
no tronco encefdlico.

4) Investigar o trinsito e esvaziamento do trato gastrointestinal
superior em diferentes intervalos pds-ingestivos e de privacao
alimentar.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS GERAIS
2.1.1 Animais e ambientacio

Os procedimentos abaixo descritos foram aprovados pelo Comité
de Etica para 0 Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de
Santa Catarina sob o protocolo 23080.0383262/2008-65. Foram
utilizados um total de 34 pombos Columba livia (ambos os sexos, sendo
23 animais do sexo masculino e 11 do sexo feminino, 350-400 gramas
de peso corporal inicial) provenientes do biotério central da UFSC,
mantidos no biotério setorial do laboratério de Neurofisiologia
Comparada do Departamento de Ciéncia Fisiolégicas (CCB) para
ambientacdo as condicdes do laboratdrio por 10 dias antes do inicio dos
experimentos.

Neste biotério os animais permaneciam em gaiolas individuais,
com 4agua filtrada, areia com farinha de casca de ostra e alimento
granulado para aves (formulacdo para aves em crescimento, da SUPRA
Ltda, Itajai, SC) ad libitum, com temperatura ambiente entre 22-24°C e
um ciclo claro-escuro de 12 horas (luz das 7-19 h). Durante esse periodo
de adaptacdo, foram realizadas trocas didrias de ra¢do e 4gua em horario
fixo, com pesagem do conteido dos comedouros e bebedouros para
controle de ingestdo a cada 24 horas. A racdo foi disponibilizada em
comedouros feitos com garrafas plasticas (500 ml) com um orificio de
6,0 x 8,0 cm em seu ter¢go médio, projetada pelo laboratério na tentativa
de diminuir a quantidade desperdi¢ada de ragdo que cai do comedouro,
e a dgua foi oferecida em bebedouro padrio para aves. Ao final do
periodo de registro, os péletes de racdo que eventualmente caiam do
comedouro foram recuperados e pesados juntamente com a ragdo que
restava no comedouro. Os registros de consumo foram analisados
conforme peso corporal de cada animal, sendo registrados em volume
ingerido/100gr de peso corporal. Os animais foram pesados uma vez
por semana, e o peso utilizado para cdlculo da ingestdo foi o ultimo
antes da préxima pesagem.

No oitavo dia de ambientacdo, foi oferecido a cada animal, por
periodo de duas horas, 60 gramas de uma mistura de semente de aveia
comum (Avena sativa), paingo branco (Panicum millaceum) e semente
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de girassol (Helianthus annuus), para andlise da aceitacdo dos animais a
dieta diferenciada. Essa mistura de sementes geralmente € bastante
apreciada por estes animais, e foi utilizada durante os experimentos
como “ragdo palatdvel”. Diariamente, os animais foram inspecionados e
observados  para acompanhamento de qualquer alteragdo
comportamental. Também foram analisados os animais que nido se
adaptaram ao ambiente e ndo atingiram um padrdo considerado normal
de consumo alimentar.

2.2 ANALISE COMPORTAMENTAL E INGESTIVA

O comportamento ingestivo dos animais foi observado a partir da
oitava hora do ciclo claro (15 horas), periodo natural de maior ingestao
alimentar nesses animais. Nos grupos submetidos a privagdo alimentar
prévia, a ingestdo foi induzida pela remog¢ao da rag¢do e da dgua por 1
hora precedente ao inicio do experimento e pela reapresentacdo da racio
usual, dgua e acréscimo de um comedouro contendo racdo palatdvel.
Imediatamente apds a retirada dos comedouros e bebedouros, para
inicio da privagdo alimentar de uma hora, foi realizada a limpeza das
gaiolas. No momento da reapresentacio da comida e dgua, foi iniciado o
registro em video, com duracio de 90 minutos. As quantidades
ingeridas de racdo usual, ra¢do palatdvel e dgua foram registradas
através da pesagem inicial dos comedouros e bebedouros e apds 1 hora
e 30 minutos da sua exposicéo.

Os animais (n=24) foram submetidos a este regime por duas
vezes (com 7 dias de intervalo) antes dos experimentos, como protocolo
de teste e adaptacio, e divididos aleatoriamente em trés grupos (n=6 por

grupo):
2.2.1 Grupo sem manipulacido (Controle)

Sem privacdo alimentar prévia, comida (ra¢do usual) e dgua
disponiveis ad libitum. Filmagem iniciada as 15 horas, com duragdo de
90 minutos. Esse grupo de animais ndo teve acesso a ragio palatdvel, e a
perfusdo foi realizada 2 horas apds o tempo previsto como pico de
ingestdo (que ocorre aproximadamente 15 minutos apds o inicio do
experimento, ver abaixo). Os dados coletados destes animais serviram
como controles para eventuais mudancas na expressio da Fos
associadas 1) as diferentes condi¢cdes de amostragem e 2) ao estresse
provocado pela privagdo alimentar e manipulacido dos animais.
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2.2.2 Grupo sem alimentaciao (Privacao)

Privacdo alimentar de 1 hora, sem re-apresentacdo de racdo e
dgua. Retirada da dgua e da racdo 1 hora antes do inicio da filmagem.
Filmagem iniciada as 15 horas, com duracdo de 90 minutos. Perfusio
realizada no mesmo hordrio do grupo Controle.

2.2.3 Grupo experimental ingestao intensa (Ingestao)

Privagdo alimentar prévia de 1 hora. Inicio da filmagem no
momento da reapresentacdo de ra¢do usual, racdo palatdvel e dgua (15
horas), com duragdo de 90 minutos. Perfusdo realizada 120 minutos
ap6s metade do tempo de duragdo total do periodo ingestivo (periodo
descrito como pico de ingestdo). Defini¢do do periodo ingestivo: na
observacdo do video, em tempo real, foram cronometrados os tempos de
ingestdo de racdo usual e/ou palatdvel, sendo considerado de intensa
ingestdo o periodo com intervalos menores de 1 minuto entre
comportamentos ingestivos.

Os comportamentos dos animais foram registrados e também
diretamente observados em tempo real por meio de uma camera
conectada a um monitor posicionado fora do ambiente experimental.
Estes registros foram decodificados como descrito adiante e os dados
comportamentais comparados aos dados anatomicos (contagem de
pericdrios e nicleos marcados).

2.3 REGISTROS COMPORTAMENTAIS

Os videos captados durante o0s experimentos foram
posteriormente avaliados através de um software produzido em nosso
laboratério (Ethowatcher®- CRISPIM et al., 2012. Disponivel
gratuitamente no site <http://www.ethowatcher.ufsc.br>) que permite o
exame quadro a quadro do arquivo de video e a insercdo dos cddigos
relativos aos comportamentos, oferecendo um relatério (em arquivo
texto) final da seqii€ncia comportamental completa e da laténcia,
freqiiéncia e duracdo (totais e segmentadas por unidade de tempo) de
cada categoria.
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Os dados comportamentais foram totalizados em segmentos de 4
minutos ao longo de todo o periodo de registro, visando aumentar a

da descricio dos eventos. O catdlogo
comportamental utilizado inclui:

temporal

resolucdo

Catédlogo com descricdo comportamental utilizado na leitura

Tabela 1

etografica dos videos.

Descrigao O animal toca | O animal O animal O animal O animal
as préprias altera a introduz o segura a segura a
penas com a configuracdo | bico no frasco | ragcdo normal | racdo
ajuda do bico | normal das de dguaea com a ajuda palatdvel com
e/ou com a penas em suga, do bicoe a a ajuda do
pata, fazendo | relagdo a podendo deglute. bicoea
movimentos pele, fazer bolhas, Observam-se deglute.
de puxar, deixando-as de ar, dentro movimentos Observam-se
separar ou longe do do da parte movimentos
bicar as contato com o | bebedouro. anterior do da parte
penas. Apés 3 | corpo, Observam-se | pescogo do anterior do
segundos da ericando-as, movimentos animal. Apds | pescoco do
parada dessa podendo abrir | da parte 3 segundos da | animal. Apés
acdo, as asas anterior do parada dessa 3 segundos da
considera-se simultaneame | pescoco do acdo, parada dessa
o final do ato | nte. Através animal. Ap6s | considera-se acdo,
de auto- desse 3 segundos da | o final do ato | considera-se
limpeza. comportamen | parada dessa de comer. o final do ato
to, o corpo do | acgdo, de comer.
animal considera-se
Sigla A AP B cc CP
Comporta AUTO- ARREPIAR BEBER COMER COMER
mento LIMPEZA PENAS (RACAO (RACAO
COMUM) PALATAVE
L)
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2.4 PREPARACAO DO TECIDO

Os pombos foram anestesiados profundamente com Uretano (im)
e perfundidos transcardialmente com uma solu¢do de sacarose (9,25 %
em tampdo fosfato de sédio, 0,1 M pH 7.4 [TF], mantido a 37 °C,
contendo heparina), seguida por uma solu¢do de paraformaldeido (4 %
em TF a 0,1M a 4°C). Os encéfalos foram removidos da caixa craniana,
blocados, pés-fixados em paraformaldeido (4 % em TF, a 4 °C) por 12
h e transferidos para uma solugdo salina tamponada (PBS) 0,1M por
pelo menos 12 horas (a 4 °C). Os blocos dos encéfalos foram incluidos
em gelatina 10% e seccionados transversalmente em um vibrdtomo
(Vibratome 11500 Sectioning System), com espessura de 40um, e
coletados em PBS 0,IM em 5 compartimentos seriados.
Compartimentos ~ contendo  seccdes a  serem  processadas
imunohistoquimicamente apds a microtomia, foram armazenados a -20
C em solugdo anticongelante (PB 0,02 M 18,23%; H20 destilada
21,87%; Propilenoglicol 34,9%; 25%) a —20 °C.
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Os tempos de sacrificio foram estimados a partir das curvas e dos
picos de imunoreatividade a Fos em ndcleos hipotaldamicos apds a
injecdo de salina hipertonica em ratos (SHARP et al., 1991) obtidos em
estudos utilizando desenho experimental semelhante. Nestes
experimentos, a imunoreatividade a proteina Fos (usando anticorpos que
ndo revelam antigenos relacionados a Fos) mostrou-se aumentada nas 3
horas subseqiientes ao tratamento, com pico na segunda hora. Isto
sugere que a atividade Fos, devido a eventos separados entre si por um
minimo de 60 minutos, pode ser eventualmente discriminada por
protocolos como o aqui proposto.

Observagdes anteriores do nosso laboratério (DOS SANTOS et
al., 2009; Dos Santos, 2010) indicam que o intervalo entre os eventos
ingestivos e o pico de sono pds-prandial fica em torno de 60 minutos
neste animal, numa situacdo em que esta seqiiéncia parece ser acelerada
pela administracdo de serotonina. Observa¢des do nosso laboratdrio
sugerem que este intervalo pode ser maior ainda em situagdes em que 0s
animais ndo sdo tratados com drogas hipo- ou hiperfagiantes. Assim,
este protocolo ajuda a revelar neurdnios ativados diferencialmente
nestas etapas de comportamentos. Os cortes seriados do tronco cerebral
foram submetidos a procedimentos de marcacdo para Fos e dupla
marcacdo, visando identificar os neurdnios simultaneamente
imunorreativos a proteina Fos e a triptofanohidroxilase (TPH, enzima
de sintese da 5-HT), ou a proteina Fos e tirosina hidroxilase (TH,
enzima de sintese de catecolaminas). O material foi submetido
inicialmente a uma avaliacdo semi-quantitativa da distribuicdo de
pericdrios imunorreativos a proteina Fos (Fos-ir), a TPH (TPH-ir), a
Tirosina hidroxilase (TH-ir) e de pericarios duplamente marcados (Fos-
ir+TPH-ir e Fos-ir+TPH-ir) ao longo do tronco cerebral. Em uma série
completa de cortes, o nimero de células Fos-ir, TPH-ir, Fos-ir+TPH-ir,
TH-ir, Fos-ir+TH-ir foi contado nos sitios de maior interesse
(determinados a partir da andlise semi-quantitativa). Estes dados foram
submetidos a uma andlise de variancia multivariada (MANOVA).

2.5 PROCEDIMENTOS IMUNOISTOQUIMICOS
2.5.1 Imunorreatividade a Fos

Dois dos compartimentos foram processados para revelar apenas
0s neurdnios imunorreativos a Fos (compartimentos 1 e 3), de acordo
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com a seqiiéncia de procedimentos abaixo (protocolo adaptado por DOS
SANTOS, TS). As lavagens e incubagdes foram realizadas em tampao
salina fosfato (PBS) 0,I1M, com 0,25% de Triton X100 (PBST) sob
suave agitagdo em temperatura ambiente (exceto as incubacdes com o0s
anticorpos primdrios, que foram realizadas em camara imida a 4°C).
Todas as lavagens consistem em quatro trocas em PBST (5’ cada):

1.

Os cortes foram lavados em PBST (4x5’°), e posteriormente
incubados durante 40 minutos em uma solucdo com 2% de
soro albumina bovina (BSA) em PBST para o bloqueio de
liga¢des inespecificas;

Incubacio no anticorpo primario (anti-Fos de coelho,K-25 Sc-
253, Santa Cruz Biotechnology) a uma concentracdo de
1:2000 em PBST por 20h a 4 °C, sob agitacdo continua e
suave, seguida por lavagens em PBST;

Incubacdo na solucdo de bloqueio da peroxidase enddégena
(0,3% de peréxido de hidrogénio em 100% de metanol) por
30 min, seguida por lavagens em PBST;

Incubacdo em uma solucdo de anticorpo secunddrio (cabra
anti-coelho, 1:1000, ABC Kit Elite, Vector Laboratories) por
2h a temperatura ambiente, seguida por lavagens em PBST;

Incubacdo em uma solucdo contendo o complexo avidina-
biotina (ABC Elite Kit, Vector Laboratories) numa dilui¢dao
de 1:1000, por 90 minutos, seguida por lavagens em PBST;

Para revelacdo do complexo antigeno-anticorpo, os corpos
foram incubados em solugdo contendo 0,05% de DAB (3. 3°-
Diaminobenzidina, Sigma- Aldrich. St. Lois, MO, USA),
0,045% de peréxido de hidrogénio (30 volumes) e 0,05% de
sulfato de niquel amodnio, durante 5-9 minutos. A reacdo foi
interrompida com uma lavagem em PBST a 4°C, resultando
em uma marcacio nuclear preta/cinza escuro.
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2.5.2 Imunorreatividade a Fos + TPH e Fos + TH

Outros dois compartimentos foram entdo submetidos a
procedimentos de dupla marcacdo, visando identificar os neurdnios
imunorreativos simultaneamente a Fos + TPH (compartimento 2) e a
Fos + TH (compartimento 4), possivelmente afetados por tais
manipulacdes. O protocolo utilizado para tais procedimentos foi
realizado de acordo com a seqiiéncia abaixo, apds procedimentos
realizados para revelagdo de imunorreatividade a Fos descritos acima:

1. Incubagdo no anticorpo primdrio (anti-TPH, policlonal,
produzido em ovelha, a 1:2000, Biogenesis, Poole, UK para a
revelacdo de neurdnios imunorreativos a TPH; e anti-TH,
policlonal, produzido em rato, a 1:2000, Biogenesis, Poole,
UK para a revelacdo de neurdnios imunorreativos 2 TH) em
PBST por 24 h a 4 C, sob agitagcdo continua e suave, seguida
por lavacdo em PBST e por;

2. Incubag¢do em uma solucdo de anticorpo secunddrio IgG de
coelho anti-ovelha biotinilado para TPH e anti-rato
biotinilado para TH (1:200; Vector Laboratories, Burlingame,
CA) por 90 minutos a temperatura ambiente, seguida por;

3. Incubag¢do em uma solu¢do contendo o composto avidina-
biotina-HRP (ABC Elite Kit, Vector Laboratories) numa
diluicdo de 1:1500, por 1 hora e 30 minutos. Para a revelagdo
do complexo antigeno-anticorpo, os cortes foram incubados
em uma solugdo contendo diaminobenzidina (DAB, 0,05%) e
H202 (0,015%) em PBS, pH 7.4, por 5-10 minutos. Esta
reacdo produz um precipitado de cor marrom clara, a
contrastar com a cor negra da primeira reagdo
imunohistoquimica (para revelar a Fos no nicleo neuronal). A
reacdo foi interrompida por meio de um minimo de 3 banhos
em PBS a4 °C.

Apbs os procedimentos imunohistoquimicos, as sec¢des foram
montadas em laminas gelatinizadas com alimen de cromo, secas ao ar
livte por 48 h e entdo diafanizadas em uma série etanol-xildlica
ascendente, antes de serem cobertas por laminula com DPX (Sigma
Chemical, St. Louis, MO). As sec¢des foram analisadas em microscépio
(Olympus, BH-2) com uma camera acoplada (PixeLINK, Ontdrio,
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Canada), para identificacdo de corpos celulares e fibras positivas a TPH
e TH, e de ntcleos positivos a Fos. Fotomomicrografias digitais de
seccoes representativas foram realizadas utilizando o software
PixeLINK (edi¢@o de captura padrdo). O nivel de brilho e contraste foi
ajustado com o software PhotoImpact SE.

As regides encefdlicas foram identificadas e nomeadas de acordo
com o atlas estereotdxico para o encéfalo de pombo de KARTEN e
HODOS (1967) e com a revisdo da nomenclatura para o prosencéfalo
realizado pelo Férum de Nomenclatura para o Encéfalo de Aves
(REINER et al., 2004).

Todas as seccdes foram qualitativamente analisadas para
identificar as dreas do tronco encefélico que apresentaram marcagdo
Fos, TPH, TH ou neurdnios duplamente marcados. Um tnico
pesquisador, cego as condi¢cdes de tratamento, realizou a contagem das
células imunorreativas. De acordo com a andlise qualitativa preliminar,
seccdes representativas de niveis rostrocaudais pré determinados, de
cada animal dos diferentes grupos experimentais, foram selecionadas
para a contagem. Células Fos+, TPH+, TH+ ou Fos+/TPH+, Fos+/TH+
foram computadas em nove dreas do tronco encefdlico que estdo
esquematicamente ilustradas na Figura 1. Em cada drea, o nimero de
células Fos+, TPH+, TH+ ou Fos+/TPH+, Fos+/TH+ foi mensurado em
3 — 6 campos fotomicrograficos inteiros (objetiva 10x; largura, 0,37
mm; altura, 0,27 mm), tomados de maneira padronizada, baseada em
marcos anatdmicos pré-definidos nas sec¢des (e.g., borda de ventriculo
ou trato de fibras proeminente). O nimero de campos de contagem foi
varidvel dependendo da drea do nticleo, mas fixo para cada drea através
dos animais experimentais. A contagem das diferentes marcagdes foi
feita manualmente com o software ImageJ (www.rsweb.nih.gov/ij/).

As células Fos+, TPH+ e Fos+/TPH+ foram contadas nas
seguintes areas:

- Ndcleo raphe pontis (Rp): dois campos de quantificagdo, em
seccoes correspondentes aproximadamente ao nivel A 1,00 do
atlas para encéfalo de pombo (KARTEN E HODOS, 1967). O
primeiro campo foi posicionado na linha média, na parte mais
ventral do nucleo, e o outro seguindo alinhadamente para uma
posi¢do mais rostral, imediatamente acima do primeiro campo.
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- A6 (correspondente ao locus coeruleus, formalmente referida
como LoC caudal; REINER et al., 2004): foi examinado e
analisado no mesmo nivel em que o Rp foi analisado. Trés
campos de quantificacio foram posicionados entre a borda
dorsolateral do fasciculo longitudinal medial (flm), ascendendo
até o BC, tendo como limite dorsal o assoalho do IV ventriculo.

Os campos foram posicionados de maneira tal que o vértice
superior direito do campo mais ventral coincidisse com o vértice
esquerdo inferior do campo logo acima dele e assim por diante.

- Niucleo parabraquial dorso-medial (PBdm): os 2 nicleos
parabraquiais analisados (PMdm e PBvl) correspondem ao nivel
A 1,75 do atlas para encéfalo de pombo (KARTEN E HODOS,
1967). No PBdm foram posicionados dois campos de
quantificacdo paralelos, localizados dorsomedialmente ao
nucleus semilunaris (SLu) e ventral tractus isthmo-opticus (T10).

- Nucleo parabraquial ventro-lateral (PBvl): Trés campos de
quantificacdo foram posicionados, sendo que o primeiro deles
iniciava na extremidade ventrolateral do SLu, e os outros dois
imediatamente ventrais ao primeiro, margeando a borda lateral da
seccao de nivel pontino.

- Nucleo linearis caudalis (LC) e centralis superioris (CS): neste
e nos trés nicleos a seguir, as seccdes analisadas correspondem
ao nivel A 2,25 do atlas para encéfalo de pombo (KARTEN E
HODOS, 1967), onde o nervo troclear (nIV) atinge seu nivel
mais rostral. Quatro campos de quantificacdo foram posicionados
verticalmente sobre as duas colunas de células na linha média
que caracterizam o LC. Esta regido compreende também o ntcleo
central superior (CS) que se localiza bilateralmente adjacente ao
LC, e é delimitado bilateralmente pelas fibras do brachium
conjunctivum descendens (BCD) e dorsalmente pelas fibras da
decussatio brachiorum conjunctivum (DBC). O primeiro campo
de quantificacdo foi posicionado exatamente sobre as células
mais ventrais do LC, e os outros quatro campos alinhados
verticalmente acima do primeiro.

- Nucleo A8 (conhecida como ldcus coeruleus parte rostral, ou
LoC rostral; REINER et al., 2004): area localizada lateralmente
adjacente ao flm, ventromedial ao trato istmo Optico (TIO) e
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ventral a substincia cinzenta central (GCt). Quatro campos de
quantificacdo, justapostos, foram colocados nesta drea;
ventromediais ao TIO e ventrais a GCt, horizontalmente
alinhados ao flm.

- Nucleo annularis (Anl): os campos de quantificagdo foram
posicionados imediatamente ventrais ao flm ao longo de sua
inteira extensdo horizontal, e dorsalmente as fibras do DBC. Os
trés campos foram alinhados horizontalmente adjacentes um ao
outro.

- Niucleo Subceruleus dorsalis (Scd): dois campos de
quantificacdo foram posicionados imediatamente abaixo da
regido do nicleo A8, alinhados entre si horizontalmente.

Figura 1: A e B) desenhos esquematicos de secc¢des frontais do tronco
encefdlico do pombo ilustrando a configuracdo anatomica (nivel A 1,00
e A 2,25, respectivamente). C e D) secgdes do tronco encefélico do
pombo com representacdes esquemadticas das regides de contagem da
expressdo da proteina Fos.
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2.6 CONTEUDO DO TRATO GASTROINTESTINAL SUPERIOR

Para investigacdo do trinsito e esvaziamento gastrico, além das
condi¢des de enchimento do trato gastrointestinal superior (TGIS) em
periodos de jejum e saciedade destes animais, o contetido do TGIS foi
separado em porcdes contidas no inglivio (papo), proventriculo
(estdbmago glandular) e ventriculo (moela). Este procedimento visa
demonstrar o estado do TGIS em diferentes situa¢des de alimentagdo, e
a coleta do material presente nessas regides foi realizada apds quatro
regimes experimentais diferentes (n=6/grupo, total de 24 animais),
descritos a seguir:

1-

Protocolo controle, animal saciado, com dgua e ragdo comum
ad libitum. Este protocolo serve como controle para as
condi¢cdes do TGI de um animal em um periodo natural
provavel de maior atividade ingestiva (aproximadamente as
15 horas), mas que ndo recebeu nenhum estimulo para
aumentar esta atividade.

Ap6s jejum de 3 horas (restri¢do total, sem agua e ragdo). Este
protocolo demonstra as condi¢des do TGI de animais que
permaneceram 3 horas sem nenhuma atividade ingestiva, e
pode demonstrar como o esvaziamento do TGI ocorre em
curto periodo de tempo, podendo justificar a ndo utilizacdo de
um tempo prolongado de jejum. O inicio da privacdo
alimentar coincide com o periodo provdavel de intensa
ingestdao natural destes animais (15 horas), sendo o sacrificio
realizado 3 horas apds (18 horas).

Ap6s jejum de 1 hora (restrigdo total, sem dgua e racdo). Este
protocolo demonstra as condi¢des do TGIS destes animais
apds serem submetidos a apenas uma hora de restricdo
alimentar total, podendo explicar a escolha deste tempo de
privacdo prévio ao oferecimento da ragdo palatdvel. O inicio
da privacdo alimentar coincide com o periodo provavel de
intensa ingestdo natural destes animais (15 horas), sendo o
sacrificio realizado 1 hora ap6s (16 horas).

Apés jejum de 1 hora com restricdo total (ragdo e dgua),
seguido por 1 hora e 30 minutos com disponibilidade de racdo
comum, dgua e racdo palatdvel com livre acesso. O inicio da
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privacdo alimentar ocorreu as 14 horas (1 hora prévia ao
momento natural de intensa ingestdo natural destes animais).
Este protocolo remete as condi¢des do TGI de animais que
foram estimulados a intensa atividade ingestiva, e pode
orientar a respeito da origem dos sinais de saciedade
observados nestes animais.

Os animais foram profundamente anestesiados e perfundidos
transcardialmente, conforme protocolo de perfusdo descrito
anteriormente (procedimento 3.4).

O sacrificio foi realizado sempre no mesmo hordrio, para os
diferentes grupos, ja que estes animais apresentam periodos naturais de
maior atividade ingestiva ao longo da fase clara do ciclo, evitando
assim, fases diferentes das condigdes do TGI. A incisdo das pegas
anatomicas utilizadas (inglivio ou papo, ventriculo e proventriculo) foi
realizada com ldmina de bisturi e tesoura cirdrgica. O conteido foi
coletado com uso de espdtula cirdrgica e imediatamente pesado, em
balanca semi-analitica. Foram consideradas as pecas anatdmicas
demonstradas na figura a seguir:

Figura 2: Anatomia do trato gastrointestinal superior de aves.

Ingluvio Proventriculo Ventriculo

Fonte: Imagens retiradas do site: www.uky.edu. University of Kentucky-
College of agriculture (com autorizagio).
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2.7 ANALISE DOS DADOS

Os dados comportamentais (ingestivos e ndo ingestivos) dos
primeiros 90 minutos apds o inicio dos experimentos foram analisados
estatisticamente por intermédio de uma andlise de varidncia (ANOVA
de uma ou duas vias com replicacdes, de acordo com o desenho
experimental), seguidas pelo teste (post hoc) de Duncan. Dados que
demonstraram distribuicdo significantemente diferente da distribui¢dao
normal foram analisados por meio de procedimentos ndo-paramétricos
(ANOVA nido-paramétrica de uma via de Kruskal-Wallis seguida por
comparacdes entre grupos pelo teste da Mann-Whitney). O nivel de
significancia adotado nesses procedimentos foi p<0,05.
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3 RESULTADOS

3.1 PERFIL DO COMPORTAMENTO INGESTIVO E POS-
PRANDIAL

Em experimentos anteriormente realizados pelo laboratério, foi
observado que a disponibilizacdo de racdo palatdvel (mix de sementes
de aveia, girassol e paingo branco) para pombos, mesmo saciados, com
dgua e racdo comum ad libitum, € um intenso estimulo ingestivo. A
quantidade de racfo ingerida por esses animais, quando a racdo
palatdvel estd presente, pode triplicar em relagdo a linha de base
ingestiva, e até mesmo quadriplicar se os animais forem submetidos a
privacdo alimentar prévia ao oferecimento desta ragdo. Nos
experimentos aqui realizados, como mostra a figura 3, a ingestdo total
(que soma as quantidades ingeridas de ragdo comum e ra¢do palatdvel,
quando esta estd presente) foi significantemente maior no grupo que
recebeu a racdo palatdvel (grupo Ingestdo) em relacdo a linha de base
(grupo Controle), que recebeu apenas a racdo comum (F (1,10)= 48,23,
p< 0,0002). Com relagdo a ingestdo de dgua, ndo houve diferenca
significante entre os grupos (figura 3).

Figura 3: Consumo, de racio total (palatdvel+comum) e dgua, entre os
grupos Controle e Ingestdo. (*) para p< 0,05 quando comparado ao
grupo Controle.
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No grupo em que os animais tiveram acesso a racdo palatavel,
além de racdo comum e dgua (Ingestdo), foi observada uma sequéncia
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comportamental de saciedade (SCS) consistente, onde o comportamento
de comer ¢é sucedido pelo comportamento de beber, que por sua vez é
sucedido por comportamentos de manutencdo (auto-limpeza), e entdo
por posturas tipicas de sono (repouso).

Observa-se também que no grupo Ingestdo, que apresentou
comportamento ingestivo intenso e de grande duragdo, este e todos os
comportamentos posteriores sdo bastante acentuados, prolongados e
espagados entre si por grande periodo de tempo (figura 4A e 4F).

No grupo Controle, todos os comportamentos que fariam parte de
uma sequéncia comportamental de saciedade estdo presentes, porém, a
sequéncia dos eventos ndo é evidente e os picos dos comportamentos
nao sdo intensos e claramente separados entre si (figura 4E).

Ao observar os comportamentos comparados entre 0s grupos
individualmente, nota-se que o grupo Privacdo, que ndo teve acesso 4
ingestdo alimentar no periodo do experimento, apresenta 0s
comportamentos relacionados ao repouso (sono, sonoléncia e parado
alerta) principalmente nos primeiros quarenta minutos do experimento,
seguindo com comportamentos ativos apds esse periodo (figura 4D e
4G). Essa caracteristica comportamental desse grupo segue um padrdo
completamente oposto ao observado nos animais que tém acesso a
ingestdo, que apresentam comportamentos relacionados ao sono ao final
do periodo experimental (figura 4E e 4F).

Figura 4: A, B, C e D: duracdo dos comportamentos de comer, beber,
auto-limpeza e repouso, respectivamente, em segundos. E, F e G:
Sequéncia comportamental de saciedade (SCS) nos diferentes
protocolos experimentais: Controle, Privacdo e Ingestdo, demonstrados
em porcentagem do tempo real.
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Com relacdo a duragdio do comportamento de comer, foi
observada diferenca significante (F (1,3) = 66,86, p<0,00018) entre os
grupos que tiveram acesso a comida e dgua. O grupo Controle
apresentou uma duracdo desse comportamento inferior ao observado no
grupo Ingestdo. A duracdo de beber ndo apresentou diferenca entre os
grupos. O comportamento de auto-limpeza apresentou diferenca
significante entre os grupos Controle e Ingestdao (F (2, 18) = 7,73, p<
0,005), sendo que o grupo Ingestdo despendeu menor tempo realizando
esse comportamento. Também houve um aumento significante deste
comportamento no grupo Privagdo com relagdo ao grupo Ingestdo (p<
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0,006). Com relagdo ao comportamento de repouso, observou-se um
aumento significante deste comportamento no grupo Controle com
relacdo ao Ingestdo (F (2,18)= 4,00, p< 0,018). As andlises relacionadas
a duracdo dos comportamentos investigados demonstram que o grupo
Ingestdo, que tem um grande estimulo ingestivo, despende maior tempo
durante o experimento comendo do que realizando qualquer outro
comportamento. (Figura 05).

Figura 5: Duracdo total, em segundos, dos seguintes comportamentos:
comer, beber, auto-limpeza e repouso, nos diferentes protocolos
experimentais (Controle, Privacdo, Ingestdo). (¥*) para p < 0,05 com
relagdo ao grupo Controle. (#) para p < 0,05 em relac¢do ao gru Controle.
(#) para p < 0,05 em relagdo ao grupo Ingestao.
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Com relagdo a laténcia para a ocorréncia dos comportamentos
ingestivos (comer e beber), houve diferenca significante entre os grupos
que tiveram disponibilidade a alimentacdo (Controle e Ingestdo) apenas
para o comportamento de comer (H (1, n=15)= 7,34, p< 0,006). A
laténcia para o comportamento de auto-limpeza ndo apresentou
diferencas entre os trés grupos. Assim como a laténcia para o
comportamento de repouso nio apresentou diferenca significante entre
os grupos Controle e Privagdo. Porém, esse comportamento ocorreu
mais tardiamente no grupo Ingestdo em relagdo ao grupo Controle (H
(2, N= 20)= 10,96, p< 0,02), e também mais tardiamente no grupo
Ingestdo em relagdo ao grupo Privacdo (p< 0,0006). No grupo Ingestio,
onde os comportamentos relacionados 4 sequéncia comportamental de
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saciedade aparecem com intervalos mais esparsos entre si, observa-se
uma progressdo na laténcia para os comportamentos de comer, beber,
auto-limpeza e repouso, respectivamente. A duracdo, frequéncia e
laténcia dos comportamentos estio representados na tabela 2, expressos
em média + erro padrdo da média.

Figura 6: Laténcia, em segundos, para os comportamentos relacionados
a sequéncia comportamental de saciedade: comer, beber, auto-limpeza e
repouso. (*) para p< 0,05 com relagdo ao grupo Controle. (#) para p<
0,05 em relacdo ao grupo Ingestao.
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Tabela 2: Efeito dos diferentes protocolos experimentais sobre a
duragdo, frequéncia e laténcia dos comportamentos de comer, beber,
auto-limpeza e repouso durante os primeiros 90 minutos apds o
estimulo. Os dados sdo expressos em média + erro padrao da média.

Controle Ingestao Privacio
Comer
Duragéo 317,7+£71,08  2621,2+222.4 * -
Frequéncia 0,65 + 0,08 3,59 +0,22 * -

Laténcia (s) 330,67+174,61 40,91 + 18,51 * =

Beber
Duracao 39,11 + 15,52 66,36 + 14,2 -
Frequéncia 0,17 0,04 0,35 +0,54 -



Laténcia (s)

1311,35£751,03

1086,51+290,86
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Auto-limpeza
Duracao

Frequéncia
Laténcia (s)

1434,93+£247,93

1,76 £ 0,14
185 +75,23

394,77 £ 108,6%#

0,69 + 0,07 * #
928,53 £291,70

1363,16+334,81

1,64 £ 0,13
309,96 + 102,04

Repouso
Duragao

Frequéncia
Laténcia (s)

2210,14£390,63

1,12 £ 0,09
1244,25+481,25

991,06+231,87*

0,69 £0,1 *#
3206+384,8 * #

1626,22 +355,74

1,21 £ 0,11
541,61 + 155,62

Para representacdo dos comportamentos, o tempo total do
experimento (90 minutos) foi dividido em periodos. Cada periodo
representa um total de 4 minutos, ou 240 segundos, chegando ao valor
médximo de 23 perfodos ao final do experimento (90’ + 4’= 22,5
periodos). Como a duragdo de cada comportamento analisado € somada,
em segundos, a cada periodo, o valor total de cada comportamento a
cada periodo de 240 segundos pode apresentar uma duragdo que varia
entre 0, quando o animal ndo apresentou determinado comportamento
naquele periodo, e 240 segundos, quando o animal realizou o
comportamento durante tempo integral do perfiodo. O periodo do pico
refere-se a0 momento, entre os 23 periodos, em que determinado
comportamento atinge seu valor maximo de duracio pela primeira vez.
Entre os comportamentos ingestivos (comer e beber) apenas o
comportamento de beber apresentou diferenca significante no periodo
do pico entre os grupos Controle e Ingestdo, sendo que esse pico ocorre
antecipadamente no grupo Ingestdo (H (1, N=15)= 4,10, p< 0,04). Além
disso, podemos perceber que o grupo Ingestdo atinge o pico do
comportamento de auto-limpeza em periodo superior ao grupo Controle
(H (2, N=21)= 6,49, p< 0,007). Com relagdo ao repouso, ndo foram
observadas diferencas significantes entre os grupos. Observa-se
também, que no grupo Ingestdo, o pico dos comportamentos que
compdem a sequéncia comportamental de saciedade aparece realmente
em forma de um conjunto sequencial, ordenados de forma crescente
entre os comportamentos de comer, beber, auto-limpeza e repouso
(figura 7).
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Figura 7: Pico, em periodo (4- min cada) para os comportamentos de
comer, beber, auto-limpeza e repouso, nos diferentes protocolos
(Controle, Privacdo e Ingestdo). Valores expressos em - 25%/+ 75% da
mediana. (*) para p < 0,05 relacionado ao grupo Controle.
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Em resumo, o grupo experimental Ingestdo é o tnico que exibe
um acentuado comportamento ingestivo, e, consequentemente, uma
sequéncia comportamental de saciedade intensa e consistente. Além
disso, esse grupo apresenta uma distdncia temporal entre o0s
comportamentos  suficiente para que possam ser avaliados
separadamente, ou seja, o tempo de distancia entre 0os comportamentos
ingestivos e os outros que fazem parte dessa sequéncia € suficiente para
afirmarmos que os resultados obtidos na andlise da marcagcdo da
proteina FOS estdo especialmente ligados a ingestdo, e ndo a outros
comportamentos. Também € observado que no grupo Controle, que tem
disponivel ragdo comum e 4gua, todos os comportamentos que
compdem a SCS estdo presentes, porém, ndo claramente organizados
em sequéncia. No grupo que € privado de ingestdo, grupo Privagdo,
observamos comportamentos relacionados ao sono no inicio do periodo
experimental e comportamentos ativos ao final, ou seja, em disposi¢do
oposta ao que ocorre nos grupos com acesso a alimentacio, apesar de a
duracdo total deste comportamento nio ter diferenca com o grupo
Controle.
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3.2 CONTEUDO DO TRATO GASTROINTESTINAL SUPERIOR

As condigdes de enchimento e esvaziamento do trato
gastrointestinal superior (TGIS) podem variar conforme o volume de
alimento ingerido, e também conforme o tempo em que os animais
permanecem em privacdo alimentar. O conteido do TGIS nesses
animais teve maiores variacdes na medida do conteido do inglivio
(papo). Os dados de contetido do inglivio apresentaram distribuicio
nao-normal, e foram entdo ranqueados para que pudessem ser aplicados
0s testes para valores paramétricos. Nesta porcdo, o grupo Ingestdo foi o
que apresentou maior volume contido, e o aumento foi significante com
relacdo a todos os outros grupos (F (3, 30) = 79,72): grupo Controle (p
< 0,0001), grupo Privagdo-1h ( p< 0,00006), e grupo Privacdo-3h (p <
0,00005). Entre o grupo Controle e os dois grupos submetidos a
privacdo alimentar, o aumento do conteido do ingldvio foi significante
para o grupo Controle (p < 0,008 em relacdo as outras duas situacdes).
Entre os dois grupos submetidos a privacdo alimentar, ndo houve
diferenca significante no conteido dessa por¢do. Com relacdo ao
ventriculo (moela), houve diferenca significante entre os grupos
Controle e Ingestdo (F (3, 30) = 3,51, p< 0,015), e entre o grupo
Ingestdo e o grupo Privacdo-lh. Entre o grupo Ingestdo e o grupo
Priva¢do-3h nio houve variacao significante no conteido do ventriculo.
Na porcio intermedidria do TGIS, o proventriculo, ndo houve diferenca
entre os grupos, € o conteido existente nessa por¢ao foi sempre muito
pequeno (Figura 8).

Figura 8: Conteido do trato gastrointestinal superior (inglivio,
proventriculo e ventriculo), nos diferentes protocolos experimentais:
Controle (ragdo comum e dgua ad libitum), Privacdo-3h (privacdo
alimentar total por 3 horas), Privacdo-1h (privacdo alimentar total por 1
hora), e Ingestdo (privagdo de 1 hora seguida por disponibilizagcdo de
racdo comum, dgua e racdo palatdvel, por 90 minutos). (*) para p < 0,05
com relacdo ao grupo Controle; (#) para p< 0,05 com relacdo ao grupo
Ingestao.
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Em resumo, as variacdes de conteido no trato gastrointestinal
superior desses animais apresentaram diferencas significantes
principalmente em relacdo ao inglivio. Nessa por¢dao do TGIS, nos
grupos privados de alimentagdo por 1 ou 3 horas, a quantidade de
comida encontrada foi zero ou muito préxima a esse valor em todos os
animais. No grupo Controle, condi¢do em que os animais tinham livre
acesso a ragdo comum e dgua, o conteido encontrado foi bastante
variado, ja que durante o periodo experimetal, que antecede o sacrificio,
a quantidade de alimento possivelmente ingerida, quando ocorre, é
bastante instdvel. J4 no grupo Ingestdo, invariavelmente, a quantidade
de alimento encontrada nessa por¢do do TGIS foi grande, e o inglivio
encontrava-se sempre dilatado por armazenar esse grande contetido.

3.3 DOS PROCEDIMENTOS IMUNOHISTOQUIMICOS

A Figura 9 mostra as possibilidades de marcacdes encontradas
(9A), a localizagdo das dreas de contagem (9B) e o padrido geral de
distribui¢do das células marcadas com Fos, TPH, TH ou duplamente
marcadas (FOS+ / TPH+ ou FOS+ / TH+) no tronco encefilico do
pombo. A densidade de marcacio TPH+ e/ou TH+ foram similares
entre os tré€s grupos experimentais nos diferentes nicleos analisados.
Por outro lado, as densidades das marcag¢des Fos+, Fos+/TPH+ ou
FOS+/TH+ foram afetadas pelos diferentes tratamentos.

Figura 9: A) fotomicrografia em um campo de contagem representativo
(o ndcleo Anl), indicando células com marcacdo nuclear Fos+ (cabeca
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da seta), marcacgdo citoplasmatica (nesse caso TPH+, seta vazia), e dupla
marcagdo Fos+/TPH+ (seta preenchida). Barra de escala = 50pum (DOS
SANTOS et al., 2011). B e C) desenhos esquematicos de seccdes
frontais do tronco encefdlico do pombo mostrando a localizagdo dos
campos de contagem. Niveis rostrocaudais do atlas do encéfalo do
pombo de Karten e Hodos, 1967, sdo indicados no canto superior direito
de cada desenho.

3.3.1 Distribuicio da marcacao Fos+

Foram realizadas andlises qualitativas de todas as regides no
mesencéfalo e da ponte onde houve ocorréncia de células marcadas pela
proteina FOS. Apés esta avaliacdo foram selecionadas para contagens
as regides que aparentemente demonstravam diferencas na quantidade
de marcag@o entre os grupos experimentais. As sec¢des entre as regides
mesencefdlicas e pontinas dos pombos do grupo com livre acesso a
racdo usual e dgua (Controle), demonstraram bastante semelhanca entre
si na marcacdo Fos+ nos nicleos celulares das diferentes regides
analisadas. O mesmo ocorreu com os grupos Ingestdo e Privacdo,
demonstrando um padrdo de marcagdo semelhante para cada grupo,
entre os diferentes animais. A marcagdo FOS+ apresentou diferenca
significante entre os trés grupos comparados, em diversos nicleos
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analisados. Em outros, entretanto, mesmo conhecidamente relacionados
a ingestdo alimentar, a expressdo da marcacdo foi bastante semelhante
(tabela 3 e figuras 10 e 11). A nomenclatura utilizada baseia-se no atlas
para encéfalo de pombo (KARTEN E HODOS, 1967), e na revisdo de
nomenclatura para encéfalo de aves (REINER et al., 2004).

Tabela 3: Andlise qualitativa do total de células FOS+ em todos os
nicleos onde houve a presenca dessa marcagdo. A qualiificagdo foi
realizada de acordo com sinais, que correspondem a: ++++: muito
intenso; +++: intenso; ++: médio; +: pouco.

Regides Controle Palatavel Privacao
analisadas

AVT + + +
Get ++ ++ ++
ICo +++ +++ +++
1P + + +
MLd ++ ++ ++
A8 ++++ ++ ++++
Scd ++ ++ ++
ZpFILM + + +
LC + + +
CS 4+ ++ ++
Anl ++ + ++
A6 ++ ++ +++
Rp + + ++
PBdm ++++ +++ ++++
PBvl ++ ++ ++

Em seccdes de niveis mesencefélicos rostrais de A 4,50 a A 4,00,
encontramos ventromedialmente a area ventralis tegmenti (AVT), com
marcacdo FOS+ esparsa e em pequena quantidade, semelhante nos trés
grupos experimentais (Controle, Ingestdo e Privacdo). Dorsal a esta
drea, também numa posicdo medial, encontra-se a substantia grisea
centralis (GCt), que circunda o aqueduto cerebral ventrolateralmente e
aparece desde o mesmo nivel da AVT, percorrendo o mesencéfalo
caudalmente (até aproximadamente o nivel A 2,00). Nesta regido
observa-se marcacdo Fos+ em quantidade moderada e esparsa, também
sem apresentar diferencas entre os grupos experimentais.
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A partir do nivel A 4,00, quando a substantia grisea et fibrosa
periventricularis (SGP) passa a ser menos evidente, surge o nucleus
intercollicularis (1Co), que segue medial e dorsalmente ao encontro da
GCt, formando uma estrutura Uunica continua, dividida apenas
esquematicamente. No ICo, a marca¢do Fos € intensa e consistente,
predominando nas por¢des dorsomediais desse nucleo. A marcagio é
mais evidente em sec¢des mais caudais do mesencéfalo, circundando o
nucleus mesencephalicus lateralis, pars ventralis (MLd), regido que
apresenta pequena quantidade de células Fos+. Aproximadamente ao
nivel A 3,75 do mesencéfalo, surge, ventromedialmente, o nucleus
interpeduncularis (IP), que aparece com marcacdo Fos+ moderada e
esparsa. Nessas trés regides, ICo, MLd e IP, a marcagdo FOS também
ndo apresenta diferenca entre os grupos.

Nas por¢des mais caudais do mesencéfalo, e adentrando a ponte
em suas por¢des mais rostrais, encontra-se a regido A8, conhecida na
literatura também como locus ceruleus rostral part (LoC). No grupo
Controle, esta regido apresenta marcacio Fos+ intensa e consistente em
toda a sua extensdo, semelhante ao que ocorre no grupo Privacdo. A
marcacdo FOS+ encontra-se reduzida no grupo Ingestdo, em relacdo ao
grupo Controle (F(2, 13)= 14,337, p< 0,0038), e também em relacdo ao
grupo Privacdo (F (2, 13)= 14,337, p< 0,00035). A marcagdo FOS+
permanece, porém com menor intensidade, na regido imediatamente
ventral ao ndcleo A8, chamada de nicleo subceruleus dorsalis (SCd).
Nessa regido ndo foram encontradas diferencas na densidade de
marcacdo FOS+ entre os trés grupos, que aparece em média quantidade
e distribuicdo esparsa. Em por¢des mais caudais, quando a ponte ja se
encontra desconectada do coliculo Optico, o locus ceruleus, localizado
agora mais lateralmente, é denominado A6 (locus ceruleus caudalis),
pelas ultimas revisdes de nomenclatura (REINER et al.,, 2004), e
apresenta intensa e semelhante marcacdo Fos+ em toda a sua extensdo
nos grupos Controle e Privacdo. O grupo Ingestdo, com relacdo ao
grupo Privacdo, apresenta marcacdo FOS+ reduzida neste nicleo (F (2,
11)=9,277, p < 0,0022).

No mesmo nivel onde encontramos o nidcleo A8
(aproximadamente A 2,75), observa-se também o inicio do nucleus
centralis superior (CS), localizado dorsalmente ao IP, também numa
posi¢do medial. Esse nucleo é delimitado bilateralmente pelas fibras do
brachium conjunctivum descendens (BCD) e dorsalmente pelas fibras
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da decussation brachiorum conjuctivorum (DBC). O grupo Controle é o
grupo que apresenta maior consisténcia de marcacao Fos+ nesse nicleo,
em todos os niveis em que ele aparece (F (2, 14)= 11,88, p < 0,0009). A
quantidade de marcacdo aparece progressivamente reduzida nos grupos
Privacido (p< 0,003) e Ingestdo (p< 0,0004).

Em por¢des mais caudais, onde o niicleo IP ja ndo é mais visto,
surge o nucleo linearis caudalis (LC), que encontra-se medialmente
adjacente ao CS, formado por duas colunas de células. Este nicleo
apresenta uma quantidade muito pequena de marcagcdo Fos+ em todos
os grupos, podendo até mesmo ser inexistente em alguns animais dos
grupos Controle e Ingestdo. Nesse mesmo nivel (aproximadamente A
2,25), encontra-se também um breve nidcleo chamado de nucleus
annularis (Anl), que aparece nos grupos Controle e Privacdo com
marcagdo Fos+ em quantidade moderada. J4 no grupo Ingestdo, a
marcacdo FOS+ encontra-se reduzida com relagdo aos outros dois
grupos (F (2, 11)=4,313, p< 0,41).

Aproximadamente ao nivel A 1,75, nas por¢des caudais finais do
mesencéfalo, quando néo se observa mais o nucleo CS, surge, na por¢do
ventromedial, o nicleo raphe pontis (Rp), que segue seu trajeto
caudalmente, passando pela ponte e pelo bulbo, até o inicio da medula
espinhal. A marcacido Fos+ neste local varia entre pequena e moderada
quantidade, porém, nunca ausente, ocorrendo com intensidade maior no
grupo Privacdo, com relacdo aos outros dois grupos (F (2,14)= 9,949,
p< 0,002). Nas primeiras por¢des da ponte rostral, quando ndo
encontramos mais o nicleo LC, aparece, numa posi¢do semelhante, o
nucleus paramedianus (PaM). Igualmente ao Rp, este niicleo apresenta
marcacdo Fos+ fraca e/ou moderada, porém, sem apresentar diferencas
significantes entre os grupos. Ainda nas por¢des mais rostrais da ponte,
e seguindo para suas porcdes caudais, encontram-se trés nicleos de
interesse: o nucleus vestibularis medialis (VeM), localizado
dorsolateralmente ao fasciculus longitudinalis medialis (FLM), o
nucleus laminaris (La), lateral ao nicleo VeM, e o nucleus reticularis
parvocellularis (Rpc), localizado lateralmente ao nucleus reticularis
pontis caudalis (RPgc) e medialmente ao nucleus et tractus descendens
nervi trigemini (TTD). O primeiro deles (VeM) encontrado sempre com
intensa marcag¢do Fos+, e os dois ultimos (La e Rpc) com marcagdo
constantemente moderada, também sem apresentar diferenca
significante na densidade de marcacdo nessas regides. Nas margens
ventrais da ponte, lateral a Rp e medial ao nucleus pontis lateralis (PL),



61

encontra-se o nucleus pontis medialis (PM), que apresenta marcacio
Fos+ intensa e localmente concentrada, também sem exibir diferenga
significante entre os grupos.

Figura 10: Amostras de fotomicrografias de sec¢des do tronco
encefdlico, marcadas por imunoistoquimica para a proteina FOS,
representando os seguintes niicleos: A8, Scd, LC, CS, Anl. O grifico ao
lado de cada conjunto de fotomicrografia demonstra a densidade de
marcagdo FOS+ para cada nicleo analisado, nas 3 diferentes condicoes
experimentais. * para p< 0,05 em comparacdo com o grupo SCS-
controle. # para p< 0,05 em comparacdo com o grupo SCS- privagao.
Barra de escala Spum.
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Figura 11: amostras de fotomicrografias de seccdes do tronco
encefdlico, marcadas por imunoistoquimica para a proteina FOS,
representando os seguintes nicleos: A6, Rp, PBdm e PBvl. O grifico ao
lado de cada conjunto de fotomicrografia demonstra a densidade de
marcagdo FOS+ para cada nicleo analisado, nas 3 diferentes condicoes
experimentais. * para p< 0,05 em comparacdo com o grupo SCS-
controle. # para p< 0,05 em comparacido com o grupo SCS- palatdvel ou
SCS- privagdo. Barra de escala Spm.
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apresentam intensa quantidade de células FOS+, o grupo Ingestdo
apresenta uma quantidade bastante inferior. O mesmo ocorre no nicleo
Anl, ou seja, a densidade de marcacdo FOS+ nesse nicleo ¢ inferior no
grupo Ingestdo, com relacio aos outros dois grupos. No nicleo PBdm a
densidade de células FOS+ € inferior no grupo Ingestdo, porém, nesse
caso, somente em relacdo ao grupo Controle, e no nicleo A6 a
densidade de células FOS+ € inferior no grupo Ingestdo somente em
relagdo ao grupo Privagdo. No niicleo CS o grupo Controle apresenta
densidade de células FOS+ superior ao observado no grupo Ingestdo e
também no grupo Privacdo. No niicleo Rp a densidade de marcacdo
FOS+ foi superior no grupo Privacdo, em relacdo aos outros dois
grupos. Nos niicleos Scd, LC e PBvl ndo foram observadas diferencas
na densidade de células FOS+ entre os grupos.

3.3.2 Distribuicdo de marcacao TPH+ e TH+

Nos nticleos onde houve a presenca de células imunorreativas a
TPH nao foram observadas diferengas na densidade média de marcacao
entre os grupos Controle, Ingestdo e Privacdo. O mesmo ocorreu nos
nicleos onde foram encontradas células imunorreativas a TH. Isso
sugere que a amostragem destas células foi estdvel, eliminando qualquer
possivel diferenca tendenciosa para alguma situacdo experimental
especifica. Foram encontrados grupos celulares TPH+ nos seguintes
nucleos mesencefdlicos e pontinos: A8, Scd, LC, CS, Anl, A6 e Rp. Nas
mesmas regides foram encontradas células TH+, além do nicleo AVT,
no mesencéfalo. Também foram observadas algumas células TPH+
difusamente distribuidas nos nidcleos PBdm, PBvl e Rpc, além de
células TH+ no niicleo Rpc.

3.3.3 Distribuicao de dupla marcacao FOS+/TPH+

As figuras 12 e 13 apresentam amostras da distribui¢do de células
marcadas com FOS (células FOS+), TPH (células TPH+) ou
duplamente marcadas com FOS e TPH (células FOS+/TPH+), nos
diferentes nicleos analisados. Essa técnica permite, além da andlise de
células FOS+ e TPH+ separadamente, a quantificacdo de neurdnios
serotonérgicos ativos ou inibidos nas trés diferentes condic¢des
experimentais. No ndcleo A8 observamos uma maior quantidade de
células FOS+/TPH+ no grupo Controle em relagdo ao grupo Ingestdo (F
(2,13)= 7,38, p< 0,003) e também em relacdo ao grupo Privacdo (p<
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0,02). O mesmo ocorre no nicleo A6, ou seja, foi observado um maior
nimero de células FOS+/TPH+ nesse nicleo no grupo Controle, em
relacdo ao grupo Ingestdo (F (2,11)= 8,61, p< 0,001) e também ao grupo
Privagdo (p< 0,027). No nicleo LC nfo foram observadas diferencas
significantes entre os grupos Controle e Ingestdo. Houve, porém, um
aumento significante de células FOS+/TPH+ no grupo Privacdo em
comparagdo aos outros dois grupos nessa regido (H (2, n= 17)= 15,06,
p< 0,004 e p< 0,002, respectivamente). O mesmo foi observado no
ntcleo Rp, onde o nimero de células FOS+/TPH+ foi significantemente
maior no grupo Privacdo do que nos grupos Controle (F (2, 11)= 5,75,
p< 0,04) e Ingestdo (F (2, 11)= 5,75, p< 0,007). Em duas regides o
grupo Ingestdo apresenta um menor nimero de células FOS+/TPH+ em
relagcdo ao grupo Controle: CS (H (2, n= 17)= 8,94, p< 0,01) e Anl (F
(2, 11)= 6,95, p< 0,005). No nicleo Scd ndo foram observadas
diferencas significantes na dupla marcacdo FOS+/TPH+ entre os trés
grupos experimentais. Nos nucleos PBdm e PBvl, que apresentam
pequena quantidade de células TPH+ esparsamente distribuidas, ndo
foram encontrados casos de dupla marcagdo FOS+/TPH+ em nenhuma
situacdo experimental. A tabela 4 mostra as médias + erro padrdo da
média das células marcadas com FOS+, TPH+ e FOS+/TPH+.
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Figura 12: Amostras de fotomicrografias de sec¢des do tronco
encefdlico, marcadas por imunoistoquimicade dupla marcacdo para a
proteina FOS e para TPH, representando os seguintes nucleos: A8, Scd,
LC, CS e Anl. O grifico ao lado de cada conjunto de fotomicrografias
demonstra a densidade de dupla marcacdo FOS+/TPH+ para cada
nucleo analisado, nas 3 diferentes condi¢des experimentais. * para p<
0,05 em comparacdo com o grupo Controle. # para p< 0,05 em
comparacao com o grupo Ingestdo. Barra de escala Sum.
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Figura 13: Amostras de fotomicrografias de sec¢des do tronco
encefdlico, marcadas por imunoistoquimica de dupla marcagdo para a
proteina FOS e para TPH, representando os nicleos A6 e Rp. O gréfico
ao lado de cada conjunto de fotomicrografias demonstra a densidade de
dupla marcacdo FOS+/TPH+ para cada nicleo analisado, nas trés
diferentes condi¢des experimentais. * para p< 0,05 em comparacdo com
o grupo Ingestdo. Barra de escala Spm.
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Tabela 4: Efeitos dos diferentes protocolos de ingestdo sobre a
expressdo Fos em neurdnios serotonérgicos e ndo serotonérgicos de

distintos niicleos pontinos e mesencefdlicos em pombos.

Todos os

dados sdo expressos em média = EPM. (*) para p< 0,05 em comparacio
ao grupo SCS- controle e (#) para p<0,05 em compara¢do ao grupo
Ingestdo ou Privagdo.

Controle Ingestao Privacio
A8
FOS+ 175,40 £ 26,18 75,66 £9,22 *#  219,8 +23.7
TPH+ 77 £3,97 90,66 £ 2,51 88 + 8,06
FOS+/ TPH+ 3+0,31 1,5+0,22 * 2+031*
Scd
FOS+ 59 + 14,39 60 + 7,45 54,5 + 14,93
TPH+ 41,4 +5,67 39,16 £ 2,34 48,75 +£3,96
FOS+/ TPH+ 0,8 +0,58 2,33 + 0,80 2,75 + 047
Linearis Caudalis
FOS+ 9,8+2,8 6,66 + 2,23 13,66 £ 3,22
TPH+ 31 +£6,37 36 +2,65 29,33 £ 1,70
FOS+/ TPH+ 0 0 6,16+ 14 *
Central Superior
FOS+ 103,2 £ 17,02 30,50 £ 6,72* 49,8 £7,68*
PH+ 27,6 £9,23 19 + 6,86 11,5+2,74
FOS+/ TPH+ 2,8 +1,59 0* 1,66 + 0,66
Annularis
FOS+ 55 +£8,54 26,16 + 1,47 *# 53,5+ 14,41
TPH+ 140 + 14,93 159,5+£7,27 165 £ 15,37
FOS+/ TPH+ 4,5 +0,64 1,33 £0,21 * 2,75 £ 1,03
A6
FOS+ 89,75 + 24,82 42 £ 6,58 # 134 £ 14,73
TPH+ 100 + 18,47 89 + 19,31 80,8 + 10,84
FOS+/ TPH+ 4+0,70 1+044 * 2,2+0,37 *
Raphe pontis
FOS+ 13,6 £2,27 14,33 £2,17 26 £2.31 *#
TPH+ 45 +4,78 49,5 £4,44 45+1,18
FOS+/ TPH+ 2+044 0,83 +£ 0,40 4,33 +1,1 *#
PBdm
FOS+ 257,4 +£22,01 161,33 £2595*  189,5+18,41
PBvl
FOS+ 71 +£10,7 71,5+ 17,61 82,2 +17,01
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3.3.4 Distribuicao de dupla marcacao FOS+/ TH+

As figuras 14 e 15 mostram a distribuicio de células com
marcagdo FOS (células FOS+), TH (células TH+) e duplamente
marcadas com FOS e TH (células FOS+/TH+). Essa técnica permite,
além da andlise de células FOS+ e TH+ separadamente, a quantificagdo
de neurdnios catecolaminérgicos ativos ou inibidos nas trés diferentes
condicdes experimentais, nos distintos niicleos estudados. No nicleo A8
encontramos uma quantidade de células FOS+/TH+ significantemente
menor no grupo Ingestdo do que nos grupos Controle (F (4, 12)= 4,66,
p< 0,04) e Privacdo (p< 0,01). No nicleo A6 o nimero de células
FOS+/TH+ no grupo Ingestdo também aparece reduzido, porém, nesse
caso, apenas em relacdo ao grupo Controle (F (2, 9)= 4,51, p< 0,02). No
ndcleo Scd o nidmero de células FOS+/TH+ é menor nos grupos
Ingestdo (F (2, 12)= 8,06, p< 0,001) e Privagdo (p< 0,03), em relagdo ao
grupo Controle. Os dados dos nidcleos LC e CS ndo apresentaram
distribui¢do normal, e para esses dados foram entdo realizados testes
estatisticos nio-paramétricos. No nicleo LC ndo foram encontrados
casos de dupla marcagcdo FOS+/TH+ no grupo Controle. No grupo
Privagdo, os poucos casos de dupla marcacdo encontrados nao
apresentaram diferenca significante em relacdo ao grupo Controle.
Porém, no grupo Ingestdo a ocorréncia de dupla marca¢do FOS+/TH+
foi significantemente maior em relacio ao grupo Controle (H (2, N= 16,
p< 0,007), e marginalmente significante com relagdo ao grupo Privagdo
(p= 0,051). O nicleo CS apresenta uma distribuicdo de células
FOS+/TH+ semelhante ao encontrado no nucleo LC, também sem
ocorréncia de casos no grupo Controle, e sem diferencgas significantes
entre esse grupo e os poucos casos encontrados no grupo Privacdo. O
grupo Ingestdo, no nicleo CS, apresenta densidade de marcagio
FOS+/TH+ significantemente maior que o observado no grupo Controle
(H (2, N= 16)= 8,96, p= 0,03), e também no grupo Privacao (p= 0,03).
Nos ntcleos Anl e Rp ndo houve diferencga significante na densidade de
marcacdo FOS+/TH+ entre os trés grupos experimentais, e a densidade
de marcacio foi pequena em todos 0s casos.



69

Figura 14: Amostras de fotomicrografias de sec¢des do tronco
encefdlico, marcadas por imunoistoquimica de dupla marcagdo para a
proteina FOS e para TH, representando os seguintes nicleos: A8, Scd,
LC, CS e Anl. O grifico ao lado de cada conjunto de fotomicrografia
demonstra a densidade de dupla marcacdo FOS+/TH+ para cada ntcleo
analisado, nas 3 diferentes condi¢des experimentais. * para p< 0,05 em
comparacio com o grupo Controle. # para p< 0,05 em comparacdo com
o grupo Privacdo. Barra de escala Spum.
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Figura 15: Amostras de fotomicrografias de sec¢des do tronco
encefdlico, marcadas por imunoistoquimicade dupla marcacdo para a
proteina FOS e para TH, representando os niicleos A6 e Rp. O gréfico
ao lado de cada conjunto de fotomicrografias demonstra a densidade de
dupla marcacdo FOS+/TH+ para cada nidcleo analisado, nas trés
diferentes condi¢des experimentais. * para p< 0,05 em comparacdo com
o grupo Controle. Barra de escala Spum.
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Em resumo, no nidcleo A8 encontramos uma quantidade de
células FOS+/TH+ menor no grupo Ingestdo do que nos grupos
Controle e Privacdo. No niicleo A6 o nimero de células FOS+/TH+ no
grupo Ingestdao também aparece reduzido, porém, nesse caso, apenas em
relacdo ao grupo Controle. No nicleo Scd o nimero de células
FOS+/TH+ é menor nos grupos Ingestdo e Privacdo, em relagdo ao
grupo Controle. Nos nicleos LC e CS, o grupo Ingestdo foi o que
apresentou um nimero superior de células FOS+/TH+, inclusive, nesses
dois ntcleos, ndao foram observados casos de dupla marcacio
FOS+/TH+ no grupo Controle. Os niicleos Anl e Rp ndo apresentaram
casos de marca¢do FOS+/TH+ em nenhum dos trés grupos.
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Tabela 5: Efeitos dos diferentes protocolos de ingestdo sobre a
expressio Fos em  neur6nios catecolaminérgicos e  ndo
catecolaminérgicos de distintos nicleos pontinos e mesencefdlicos em
pombos. Todos os dados sdo expressos em média + EPM. (*) para p<
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0,05 em comparacdo ao grupo Controle e (#) para p<0,05 em
comparagdo ao grupo Ingestio ou Privagdo.

Controle Ingestao Privacio
A8
FOS+ 175,40 £26,18 75+£922 *#  219,8 £23,7
TH+ 75,4 £7,65 68,6 +4,73 90,2 £4,48
FOS+/ TH+ 4,2 + 0,86 0,8+037*# 52+1,59
Scd
FOS+ 59 + 14,39 60 + 7,45 54,5 + 14,93
TH+ 81 +5,98 89 + 16,41 102,6 £ 11,38
FOS+/ TH+ 4,75+ 1,18 04 +£0,24 * 2,33 +£0,66 *
Linearis
Caudalis
FOS+ 9,8 +2,8 6,66 + 2,23 13,66 + 3,22
TH+ 7+1,26 7,8 +£1,24 10,16 £2
FOS+/ TH+ 0 1,2+0,2* 0,33 £0,21
Central Superior
FOS+ 103,2+17,02 30,50 £6,72 * 49,83 +7,68 *
TH+ 12,6 £2,61 16,6 £2,67 8,66 + 1,64
FOS+/ TH+ 0 24+£0,67%#  0,16+0,16
Annularis
FOS+ 55 +£ 8,54 26,2 £1,47 *# 53,5+ 14,41
TH+ 44.8 + 4,36 53 +6,65 49,75 + 4,87
FOS+/ TH+ 0,2+0,2 1,33 £ 0,33 0,75 £ 0,47
A6
FOS+ 89,75 +24,82 42+6,58# 134,2 + 14,73
TH+ 82,25+13,43 73,33 +17,85 103,25+10,96
FOS+/ TH+ 16 £3,48 3+1,15*% 7,75 £3,14
Raphe pontis
FOS+ 15,6 +£2,27 14,33 +£2,17 26,2+2,31 * #
TH+ 24,4 +3,62 25,25 +£3,68 21,33 +3,59
FOS+/ TH+ 0,8 £0,37 1£0,70 2,33 £0,55

3.3.5 Diferencas entre a marcacio TPH+ e TH+

Neurdnios

marcados

pelo anticorpo da enzima

tirosina

hidroxilase (neurénios TH+) foram encontrados no nicleo Raphe pontis
(Rp), regido onde nio sdo comumente localizados, ou pelo menos
descritos na literatura neuronios catecolaminérgicos em aves. Devido a
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esta observacdo, foi levantada a hipdtese de uma possivel reagio
cruzada entre os anticorpos utilizados nas técnicas de
imunohistoquimica para tirosina hidroxilase (TH) e
triptofanohidroxilase (TPH). Porém, diversas sdo as evidéncias que nos
levaram a acreditar que essa suspeita pode ndo ser verdadeira.
Primeiramente observamos uma diferenca significante na densidade de
marcacdo TPH+ e TH+ em algumas das regides analisadas, como o0s
nucleos Scd, LC, Anl e Rp, como mostra a figura 16. No ntcleo Scd
(figura 16, Scd) encontramos uma quantidade significantemente maior
de células TH+ do que células TPH+ (F (1,28)= 43,018, p< 0,00014). O
contrdrio, ou seja, uma maior quantidade de células TPH+, sdo
encontradas em compara¢do com células TH+, nos outros trés nucleos:
LC (F (1, 31)= 97,927, p< 0,00013), Anl (F (1, 24)= 184,896, p<
0,00015) e Rp(F (1, 30)= 63,33, p< 0,00013) (figura 14, LC, Rp e Anl).
Nas fotomicrografias que representam os nicleos Scd e Anl (figura 16,
Scd e Anl), observamos também uma maior quantidade de fibras
marcadas com TH+ na imunoistoquimica realizada para esta enzima.
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Figura 16: Amostras de fotomicrografias de sec¢des do tronco
encefélico, marcadas por imunoistoquimica para TPH e para TH,
demonstrando as diferencas de marcacdo para as duas enzimas nas
mesmas regides. Estdo representados os nicleos Scd, LC, CS, Rp e Anl.
O grafico ao lado demonstra a densidade de marca¢do TPH+ e TH+ para
cada ndcleo analisado. (*) para p< 0,05. Barra de escala Sum.
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Outra caracteristica diferencial € a localizacdo das células TPH+
e TH+ dentro de um mesmo nucleo, como mostra na figura 17 um
exemplo do nucleo AS8. Essas imagens de fotomicrografia foram
capturadas de sec¢des mesencefdlicas adjacentes de um mesmo animal,
podendo ser reconhecidas por um marco anatdmico colocalizado (vaso),
e demonstram as diferencas nos locais de concentracdo dos dois tipos
celulares analisados.

Figura 17: Fotomicrografias de sec¢des adjacentes do nicleo A8,
marcadas por imunoistoquimica de dupla marcacdo FOS+/TPH+ e
FOS+/TH+, O gréfico ao lado demonstra a densidade de dupla marcacgao
FOS+/TPH+ e FOS+/TH+ no ntcleo analisado.

FOS+TPH+ FOS+/TH+

1 TPHvs TH: A8

N* células marcadas

Também é possivel verificar a existéncia de grande nimero de
corpos celulares e fibras marcadas por TH especificamente no nicleo
AVT, local onde a imunohistoquimica para TPH revelou uma
quantidade muito pequena dessa marcacdo (figura 18). Barra de escala
Spm.
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Figura 18: Fotomicrografias da regidio do AVT em diferentes
magnificacdes, demonstrando as diferengas na marcacdo de células
catecolaminérgicas e células serotonérgicas. Barra de escala Spm.
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4 DISCUSSAO

Neste trabalho descrevemos a distribuicdo da marcagdo da
proteina Fos em neurdnios do tronco encefalico de pombos adultos apds
um evento ingestivo. Essa descri¢do foi acompanhada por uma andlise
dos comportamentos que se associam a tal ingestdo. A andlise
comportamental foi necessdria, uma vez que esses animais
desencadeiam comportamento ingestivo intenso quando expostos a uma
reacdo palativel. Em experimentos anteriormente realizados pelo
laboratério, ainda ndo publicados (SPUDEIT et al., 2013, submetido),
foi observado que a disponibilizacdo de racdo palativel (mix de
sementes de aveia, girassol e pain¢o branco) para pombos, mesmo
saciados, com dgua e racdo comum ad libitum, é um intenso estimulo
ingestivo. A quantidade de racdo ingerida por esses animais, quando a
racdo palatdvel estd presente, pode triplicar em relag@o a linha de base
ingestiva, e até mesmo quadriplicar se os animais forem submetidos a
privacdo alimentar prévia ao oferecimento desta racao.

Além disso, apds essa acentuada resposta ingestiva, é observada
uma sequéncia de eventos comportamentais, chamada sequéncia
comportamental de saciedade (SCS). A SCS consiste em um conjunto
temporalmente organizado de eventos comportamentais que sucedem a
ingestdo de alimentos, e que inclui alteracdes (dependentes do volume e
natureza da refeicdo ingerida) na ingestdo de dgua, em comportamentos
de manuten¢do (auto-limpeza ou grooming), € comportamentos
relacionados ao repouso. Esta sequéncia foi detalhadamente descrita em
roedores (ANTIN et al., 1975; ISHII et al., 2003; RODGERS et al.,
2010), e nosso laboratério, que jd vem acumulando dados relacionados
aos comportamentos peri- € pés-prandiais em pombos (CAMPANELLA
et al., 2009; DOS SANTOS et al., 2001; DOS SANTOS et al., 2009;
HACKL et al., 2005; HOELLER et al., 2013; STEFFENS et al., 1997;),
dedica-se em descrever a SCS nesses animais (SPUDEIT ET AL., 2013,
submetido).

Nossos dados indicam que no grupo Ingestdo (grupo que teve
acesso a racdo palatdavel, além da racdo comum e dgua) foi observada
uma SCS consistente, onde o comportamento de comer € sucedido pelo
comportamento de beber, que por sua vez ¢é sucedido por
comportamentos de manutencido (auto-limpeza), e entdo por posturas
tipicas de sono (repouso). Observa-se também no grupo Ingestdo, que
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apresentou comportamento ingestivo intenso e de grande durag@o, este e
todos os comportamentos posteriores sdo bastante acentuados,
prolongados e espagados entre si por grande periodo de tempo.

J4 no grupo Controle, em que os animais permanecem em sua
linha de base habitual, todos os comportamentos que fariam parte de
uma sequéncia comportamental de saciedade estdo presentes. Ou seja,
esses animais apresentam episédios de ingestdo de racdo e 4gua,
episddios de auto-limpeza, e também de comportamentos relacionados
ao sono. Porém, a sequéncia desses eventos ndo é evidente nesse grupo,
como ocorre na SCS induzida por intenso estimulo ingestivo, e os picos
dos comportamentos nio sdo acentuados e claramente separados entre
si. Apesar de ndo aparecer com tanta intensidade, € possivel que estes
animais apresentem naturalmente uma série de eventos pds-prandiais
correspondentes a sequéncia comportamental de saciedade. Isso é
plausivel ja que esses animais, mantidos no biotério em condigcdes
ambientais controladas, sdo alimentados e submetidos a procedimentos
de manutencio com presenga do pesquisador sempre no mesmo hordrio,
além de terem um ciclo claro-escuro fixo de 12/12 horas. Todos esses
controles habituais poderiam levar a uma sincronizagdo de picos
ingestivos coletivamente nesses animais, e tendo assim também uma
sincronizac¢do dos comportamentos tipicos dos periodos pds-prandiais.

Estudos realizados em pombos demonstram situagdes
espontdneas de alto consumo de dgua e alimentos nessas aves. O
primeiro desses eventos ocorre nas duas primeiras horas apds o inicio
do periodo iluminado do ciclo, e € precedida por um periodo natural de
jejum. Estes animais ndo ingerem alimentos ou dgua durante a fase
escura do ciclo e quebram este jejum ao inicio do periodo claro
(ZEIGLER et al., 1972; DOS SANTOS et al., 2009; PHILLIPS e
BERGER, 1989 e 1991). Outro pico importante de ingestdo no pombo
ocorre no terco final do periodo iluminado do ciclo. Cerca de quatro ou
cinco horas antes do apagar da iluminacio, pombos com livre acesso a
racdo e dgua, aumentam a ingestdo de ambos. Esta longa “refeicdo”
diminui na dltima hora do periodo claro e cessa completamente com o
apagar das luzes (ZEIGLER et al., 1972; DOS SANTOS et al., 2009;
PHILLIPS e BERGER, 1989 e 1991).

Porém, a auséncia de um intenso e duradouro comportamento
ingestivo no grupo Controle deixa a sequéncia de eventos pds-prandiais
sem o mesmo destaque que ocorre no grupo Ingestdo, ji que mesmo
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tendo periodos sincronizados de maior ingestio, os animais desse grupo
ainda apresentam duragdo e volume bastante inferiores ao observado
nas condi¢des em que a racdo palativel estd presente. Uma vez que
observamos esta variedade de comportamentos em resposta a presenca
da racdo, como saber com qual destas respostas a atividade Fos
eventualmente estaria relacionada?

Nossos dados indicam que na presenca da ragdo palatdvel os
animais dedicam os primeiros 30 a 40 minutos apds a apresentacdo do
alimento aos comportamentos ingestivos (com predominio do
comportamento de comer, que € interrompido por poucos e breves
episédios do comportamento de beber). O pico de ingestdo ocorre na
metade do tempo total dedicado a este comportamento, entre 90 e 120
min antes do sacrificio dos animais. Por outro lado, os periodos de
saciedade associados a vigilia ou ao sono pdés-prandial, apresentam seus
picos distantes do pico ingestivo por um intervalo ndo menor do que 60
minutos. Isso garante uma boa margem de tempo para relacionarmos a
marcacdo Fos+ ao comportamento ingestivo, em especial ao periodo
prévio a saciacdo, processo que gradualmente atenua e interrompe a
refeicio. Com base nos dados obtidos em experimentos anteriores
(SPUDEIT et al.,, 2013, submetido) observou-se que a Seqiiéncia
Comportamental de Saciedade pode ser desencadeada nestes animais
com protocolos de curto tempo de privagdo alimentar prévia, ji que
somente a presenca da racdo palatdvel resulta em aumento consideravel
da ingestdo. A decisdo por manter uma privacdo de 1 hora antes do
inicio do experimento teve como objetivo evitar que os animais
tivessem, eventualmente, passado por um periodo de intensa ingestio
nesta 1 hora precedente, o que poderia mascarar o real resultado da
presenca da ragdo palatidvel na quantidade ingerida. Isto seria possivel
visto que o experimento é realizado, propositalmente, num periodo
natural de intensa ingestdo nestes animais.

Para investigacdo do trinsito e esvaziamento gastrico, além das
condicdes de enchimento do trato gastrointestinal superior (TGIS) em
periodos de jejum e saciedade destes animais, o contetido do TGIS foi
separado em porcdes contidas no inglivio (papo), proventriculo
(estdbmago glandular) e ventriculo (moela). Este procedimento teve
como objetivo demonstrar o estado do TGI em diferentes situacdes de
alimentacdo, e foi realizado em quatro regimes experimentais
diferentes. O grupo TGI- palatdvel, que recebeu um grande estimulo
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para ingestdo e apresentou um comportamento ingestivo intenso e
duradouro, o conteido médio existente no inglivio encontra-se, em
média, pelo menos seis vezes maior do que nas outras condigdes
experimentais. Outro fator relevante, € que o contetido encontrado no
inglivio dos animais desse grupo experimental limita-se quase que
exclusivamente a ragdo palatdvel, e esta ndo foi encontrada no momento
do sacrificio nas por¢des inferiores do TGIS desses animais. Estando
todo o contetdo ingerido ainda contido no inglivio, pode-se sugerir que
a digestdo quimica, ou mecénica, ainda ndo tenha sido iniciado até esse
momento, j4 que essa primeira por¢ao do TGIS tem funcfo principal de
apenas armazenar e umidificar o alimento. Também podemos
considerar que os sinais de saciedade possam ser emitidos
principalmente por mecanorreceptores € quimirreceptores encontrados
no ingldvio.

Os sinais gerados pelo trato gastrointestinal (TGI) durante as
refeicdes interagem com o sistema nervoso central, criando uma
sensacdo de saciedade. Apesar de diversas enzimas, hormonios e outros
fatores serem secretados pelo TGI em resposta ao alimento no limen,
apenas alguns sio capazes de influenciar diretamente a ingestdo de
alimentos (DAVIS e SMITH, 1990; WOODS, 2004). Entre os
chamados sinais de saciedade, o CCK (colecistoquinina) é o mais
investigado. A administracdo exdgena de CCK ou outros sinais de
saciedade provoca redu¢do do tamanho das refei¢des consumidas em
animais e humanos, enquanto que o bloqueio da ac¢do da CCK
endégena, ou de outros sinais de saciedade, leva ao aumento do volume
das refeicdes (DAVIS e SMITH, 1990; RUSHING e GIBBS, 1998;
WOODS, 2004). Uma questdo importante € saber se esses mesmos
sinais tém um papel na iniciacdo da alimentacdo. Se assim for, a
atividade tonica enddgena poderia estar estimulando continuamente a
ingestdo alimentar, e os sinais gerados pela alimentacio e
processamento dos alimentos poderia agir como um “freio”, que é
ativado principalmente durante as refeicoes (RUSHING e GIBBS,
1998; RUSHING et al., 1998).

Como o alimento interage com a mucosa do estdmago e do
intestino, essa complexa matriz de peptideos e outros sinais sao
secretados. Alguns desses entram no limen para interagir diretamente
com o alimento, outros sdo liberados para o fluido intersticial local para
influenciar as células vizinhas de forma parécrina, e outros ainda atuam
na corrente sanguinea, como os hormdnios, para influenciar 6rgaos-alvo
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mais distantes, tais como o figado, o pancreas ou o cérebro. Estes sinais
garantem coletivamente que a combina¢do adequada de enzimas e
outros fatores sejam adicionados ao alimento ingerido, e que passem ao
longo do TGI na velocidade apropriada. Alguns ainda fornecem
informacgdes para o sistema nervoso central, atuando assim como sinais
de saciedade (DAVIS e SMITH, 1990; RUSHING e GIBBS, 1998;
WOODS, 2004).

Durante o periodo experimental, quando os animais come¢am a
realizar os comportamentos relacionados a saciedade, como o sono pds-
prandial, essa ocasido coincide aproximadamente com 0 momento
destinado ao sacrificio. Isso também explica o fato de os animais que
apresentam ingestdo intensa apresentarem uma menor duragdo para os
comportamentos relacionados ao repouso nas andlises realizadas, em
comparacdo aos outros dois grupos. O fato é que como esses animais
despendem muito do tempo experimental comendo, a duracdo do
repouso, com isso, torna-se pequena, pois este comportamento &
inevitavelmente interrompido pelo término do periodo experimental (de
90 minutos), e subsequentemente pela perfusio e sacrificio dos animais.

Os tempos de sacrificio foram estimados a partir das curvas e dos
picos de imunorreatividade a Fos em ntdcleos hipotalamicos apds
administragcdo de salina hipertdnica em ratos (SHARP ET AL., 1991).
Nesse estudo, a expressdo da Fos comegou a ser detectada a partir de 30
minutos, € uma quantidade substancial dessa proteina foi observada 60
minutos apds o estimulo. O pico da expressdo Fos, porém, ocorreu em
torno de 120 minutos apds a administracio de salina hipertonica, e entre
4-8 horas apos, a resposta j4 havia praticamente desaparecido, estando
completamente ausente apds 8-24 horas (SHARP ET AL., 1991). Em
outros grupos de experimentos também realizados em mamiferos, a
imunorreatividade a protefna Fos mostrou-se aumentada nas 3 horas
subseqiientes ao tratamento, demonstrando também um pico de
atividade na segunda hora (BOSWELL e LI, 1998; BURMEISTER ET
AL., 2008). Isto sugere que a atividade Fos devida a eventos separados
entre si por um minimo de 60 minutos poderia ser discriminada por
protocolos como o aqui realizado. No entanto, ndo pode ser excluida a
possibilidade de que alguma atividade Fos observada nos animais possa
estar relacionada a eventos ocorrendo entre 30 e 90 minutos antes do
sacrificio. Nem todas as mudancas na expressdo da Fos que observamos
podem ser relacionadas a ingestdo de alimentos, e poderia representar
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atividades relacionadas a outros fendmenos. Além disto, vemos e
registramos a ingestdo que predomina externamente, mas outros
processos concomitantes a ela estdo ocorrendo. A falta de correlacio
com a ingestdo pode apontar para outros processos, durante o evento
ingestivo (atengdo, vigilancia, etc). Em experimentos realizados por D’
HONDT et al (1999), foi descrita a preparacdo de um anticorpo
dirigido contra um fragmento sintético do produto protéico do gene c-
fos em galinha (Gallus domesticus). Nesses experimentos, foi
demonstrado que este anticorpo pode ser utilizado em vdrias espécies
avidrias para estudar a expressdo da Fos induzida por uma variedade de
estimulos farmacoldgicos, fisioldgicos e comportamentais. Estudos
realizados por métodos de Western blot indicaram que este anticorpo
reconhece uma proteina do tamanho esperado (47 kDa), mas também
reage, em certa medida, com as proteinas de peso molecular mais baixo
que partilham homologia de sequéncia com a Fos. Técnicas de
imunoistoquimica para Fos foram realizadas com este anticorpo, em
quatro espécies de aves, em trés diferentes laboratdrios, e utilizando
diversas variantes no processo imunocitoquimico. Em todos os casos, o
anticorpo forneceu uma identificacdo confidvel dos antigenos Fos. O
anticorpo descrito nesse estudo parece ser adequado para mapear a
atividade encefdlica em animais, através da expressdo da Fos em
diferentes espécies de aves e diferentes situacdes (D° HONDT et al.,
1999).

E interessante notar que os comportamentos ingestivos (comer e
beber) acontecem alternadamente e com frequéncias muito préximas,
embora haja uma predominancia significante do comportamento de
comer. Os periodos de pico desses comportamentos também aparecem
com distancias temporais muito pequenas para que a avaliacdo da
marcacdo da proteina Fos pudesse ser analisada separadamente entre
esses dois comportamentos. Embora a ativagdo neuronal analisada
contemple o acontecimento dos dois comportamentos, evidéncias
sugerem que as diferencas encontradas na marcagdo Fos+ estejam
relacionadas ao comportamento de comer, e nao de beber. Nossos dados
sugerem que entre os dois grupos que tiveram acesso a alimentacdo, ndo
foram observadas diferencas no volume ingerido de 4gua. Além do
volume, também ndo encontramos diferengas na duragdo, laténcia e
frequéncia do comportamento de beber entre os grupos. J4 com relagio
ao comportamento de comer, com a presenga da racdo palatdvel, os
animais apresentam um volume ingerido até quatro vezes maior, com
relacdo a linha de base. Além disso, também s3o observadas mudancgas
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nesse comportamento com relacdo a duragfo, laténcia e frequéncia.
Sendo assim, as diferengas na expressido Fos+ estdo mais provavelmente
relacionadas ao evento que apresenta diferencas significantes entre os
dois grupos, que € o comportamento de comer.

Um fator que pode acarretar mudancas na distribuicio da
marcacdo Fos em distritos do tronco encefdlico, como a PAG em
mamiferos, é o estresse, que pode ser causado por intmeros
desencadeadores (LINO-DE-OLIVEIRA ET AL., 2006; LINO-DE-
OLIVEIRA ET AL., 2001; BELLCHAMBERS ET AL., 1998). Em
mamiferos, a PAG € considerada parte de um sistema motor emocional,
envolvida na integracdo cardiovascular, movimentos angulares da
cabeca, dilatacdo das pupilas, estratégias emocionais de enfrentamento e
copula, e comportamentos de defesa e alerta (DEN BOER-VISSER e
DUBBELDAM, 2002; HOLSTEGE ET AL., 1992). Estudos realizados
em roedores indicam que o estresse de contencio, causado por testes de
nado forcado, pode levar a um aumento na atividade neuronal da PAG,
quantificada por imunorreatividade a Fos. Nesses estudos, o tratamento
prévio com antidepressivos levou a redugdo da atividade Fos em todas
as porcoes da PAG, demonstrando que essas drogas podem atenuar
alteracOes comportamentais induzidas pelo estresse (LINO-DE-
OLIVEIRA ET AL., 2006; LINO-DE-OLIVEIRA ET AL., 2001). Além
disso, tanto a apresentacdo de comida, como uma forma de prazer
(STEFANO et al, 2008), quanto a supressio de comida, podem
representar estimulos estressores, seja em mamiferos (TANNOCK e
SMITH, 1972; WALLACE, 1976; PARYLAK et al, 2011) ou em aves
(WODZICKA-TOMASZEWSKA et al, 1982).

O nucleus intercollicularis (1Co) e a substantia grisea centralis
(GCt) de aves, localizados a partir do mesencéfalo e seguindo
caudalmente até a ponte, sdo compardveis a substincia cinzenta
periaquedutal (PAG) de mamiferos, apesar de ndo ser vista com a
mesma  configuracio  anatdmica (DEN  BOER-VISSER e
DUBBELDAM, 2002; KINGSBURY, 2011; ADKINS-REGAN, 1996;
ANDREW, 1974; WILD, 1997). Em ambas, a estimulagdo elétrica
provoca reagdes de defesa (WILD, 2012; JAHNKE, 1982; HALLER,
2006). Em aves submetidas a situagdes de estresse, ocorre um aumento
na ativacdo neuronal dessas regides, assim como ocorre na PAG de
mamiferos submetidos ao estresse (GOODSON, 2009; HALLER, 2006;
COMOLI, 2003; MOREIRA, 2008). Estudos realizados em diversas
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espécies de aves, como codornas (Coturnix coturnix), aves canoras e
papagaios, tentilhdes (Fringilla coelebs), pombos (Columba livia) e
galinhas (Gallus domesticus), sugerem que essas duas estruturas,
também interfiram em funcdes como comportamento reprodutivo
(ADKINS-REGAN, 1996), vocalizacio (WILD, 1997) fungdes
cardiovasculares, respiratorias, e comportamentos de ataque, defesa e
alerta (ANDREW, 1974; KINGSBURY, 2011; WILD, 1997).

Em nossas andlises, verificamos marcacdo semelhante em todos
os grupos experimentais no ICo e no GCt. O ICo apresenta marcagdo
bastante intensa, j4 o GCt, exibe uma marcacdo mais esparsa e em
média quantidade. Esses dois nticleos estdo diretamente relacionados ao
estresse em aves (ANDREW, 1974; ADKINS-REGAN, 1996). Estudos
realizados em galinhas (Gallus domesticus) demonstram que lesdes no
ICo provocam reducdo dos comportamentos de ataque e defesa em
situacdes de estresse pela presenca de objetos estranhos (ANDREW,
1974). O fato de essas regides apresentarem marcagdo Fos+ semelhante
entre os grupos torna menos provavel que as alteracdes na marcagio
Fos+ em outras regides possam ser atribuidas a estimulos estressores
especificos como a privacdo alimentar ou a apresentacdo de uma
comida palatdvel. Assim, estando a marcacdo de atividade da proteina
Fos nessas regides com igual distribui¢do em todos os grupos, nossos
dados sugerem que fatores possivelmente estressores, como as
condi¢des e manipulagdes laboratoriais, ndo se destacam em nenhum
grupo experimental.

Para a avaliacdo inicial da expressdo Fos, todas as regides
pontinas e mesencefdlicas do tronco encefdlico que apresentavam
qualquer quantidade de células Fos+ foram analisadas qualitativamente
(tabela 2). Entre todas essas regides, foram escolhidas para contagens e
andlises estatisticas as que pareciam apresentar, pela andlise qualitativa,
alguma diferenca entre os grupos. Em uma andlise geral da expressao da
proteina Fos em todos os ntcleos, observamos que o grupo Controle
mantém uma ativagdo neuronal consistentemente moderada e estdvel. Ja
no grupo Ingestdio observamos uma reducdo geral na atividade dos
neurdnios localizados nesses nicleos, e diferencas entre este e o grupo
Controle aparecem em quase todas as regides analisadas. O grupo
Privagdao foi o que menos apresentou diferengas em comparacdo ao
grupo Controle. Isso indica que na maioria dos casos estudados, a
privacdo alimentar por uma hora ndo afeta de forma importante a
atividade dos nicleos do tronco cerebral investigados aqui.
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Em diversas das regides analisadas foram observadas diferencas
na densidade de marcacdo entre os grupos experimentais, como € o caso
do nicleo parabraquial (PBN), especialmente em sua porgdo
dorsomedial (PBdm). O PBN foi identificado em roedores como um
“centro do sabor” em 1971 (NORGREN e LEONARD, 1971). Em uma
combinagdo de procedimentos eletrofisiolégicos e anatdmicos, a partir
da por¢éo anterior do niicleo do trato solitario (NTS), foram rastreadas
projecdes para o PBN, estrutura que até entdo ndo era vinculada a
ingestdo alimentar (NORGREN e LEONARD, 1971). Esses estudos
indicam que, em roedores, o NTS ndo tem apenas projecdes que vao
diretamente para o tdlamo. Invés disso, essa projecdes partem para dreas
celulares que circundam o brachium conjunctivum (BC), na ponte.
Essas regides, que por sua vez compdem o nicleo PBN, entdo projetam-
se bilateralmente para o tdlamo, em regides que sdo excitadas por
estimulos gustativos. A descoberta de proje¢des do PBN para o tdlamo e
prosencéfalo ventral, que evidenciaram sinaliza¢cdes de informacgdes
sensoriais e heddnicas, respectivamente, conferiram ao PBN um
importante papel relacionado a alimentagdo (NORGREN e LEONARD,
1971; SCOTT e SMALL, 2009). A partir dessas descobertas, e em
vérios estudos subsequentes, este nicleo foi amplamente relacionado
com paladar, sensacdes viscerais, hedonismo e aversdes alimentares em
mamiferos (LIN et al., 2012; NORGREN e LEONARD, 1971;
SCAFLANI et al., 2001; SODERPALM e BERRIDGE, 2000).

Com relacdo ao PBN em aves, pouco se sabe sobre suas
atribui¢des funcionais. Porém, estudos que revelam as projecdes
ascendentes e descendentes desse nucleo, descritas acima, auxiliam no
entendimento de suas funcgdes, pelas semelhancas nas projecdes
observadas em mamiferos (ARENDS ET AL., 1988; MITCHELL et al.,
1993; WILD et al., 1990). Investigacdes realizadas em pombos
(Columba livia) revelaram uma segregacdo funcional de projecdes do
nicleo do trato solitdrio (NTS) para o PBN. Subnicleos do NTS
relacionados a fungdes gustatérias e gastrointestinais projetam
principalmente para por¢des dorsais e mediais do PBN, ou seja, PBdm.
Ja subnicleos do NTS relacionados a fungdes cardiovasculares e
respiratorias, enviam suas projecdes, em sua maioria, para porgoes
ventrolaterais do PBN (PBvl) (ARENDS et al., 1988; WILD et al.,
1990). Foi observado também que o nicleo PBvl, assim como o bulbo
ventrolateral, o niicleo ambiguo e o ICo, recebe projecdes do NTS
provenientes dos pulmdes (WILD e ARENDS, 1987). Nesse nucleo,
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PBvl, que estd bastante envolvido com a integracdo de fungdes
cardiovasculares, respiratérias e controle da vocalizacdo, ndo foram
observadas diferencas entre os grupos estudados no presente trabalho
sugerindo que esssas fun¢des podem estar estaveis em todos os animais
dos diferentes grupos.

A palatabilidade dos alimentos e o seu valor hedonico
desempenham papéis centrais na ingestio de nutrientes. Estudos
mostram que os efeitos na ativagdo neuronal apds administracdo de uma
comida caldrica ocorrem principalmente devido a sua palatabilidade,
acarretando em efeitos peri e pés-prandiais. No entanto, os efeitos pds-
prandiais  podem  influenciar as  preferéncias  alimentares
independentemente de palatabilidade, embora as bases neurobioldgicas
de tais mecanismos permanecam pouco compreendidos. (ARAUJO et
al., 2008; SCAFLANI, 2001) Um estudo de LI et al (2012) analisou a
expressdo da proteina Fos em ratos obesos, 120 minutos apds a ingestao
de dieta rica em sacarose. Os resultados desse estudo demonstraram
aumento da expressdo da proteina Fos em neurdnios da amigdala, e
reducdo dessa expressdo em neurdnios do PBN. Os pesquisadores
atribufram a amigdala maiores relagdes com respostas excitatorias
hedo6nicas comportamentais e emocionais, € ao PBN caracteristicas de
um centro do paladar sensivel a efeitos pds-ingestivos com respostas
inibitérias (LI et al., 2012). Nossos dados demonstram que a densidade
de células FOS+ no nicleo PBdm apresentou diferencas, sendo inferior
no grupo que ingeriu a ragdo palatdvel, em relacdo ao grupo Controle,
apoiando os achados do estudo relatado acima. Em resumo, nossos
dados confirmam a literatura neuroanatdomica disponivel em aves,
reforcando a no¢do da relevancia do PBdm em fendmenos relacionados
a ingestdo de alimentos em aves. Em vista das similaridades acima
apontadas entre o papel desta regido em aves e mamiferos, nossos dados
sugerem que essas atribuigdes funcionais estdo similarmente
conservadas nessas duas espécies.

Com relagdo aos procedimentos de imunoistoquimica para dupla
marcacido (FOS+/TPH+ e FOS+/TH+), foi observada uma relagao entre
ntcleos que contém neurdnios serotonérgicos e/ou catecolaminérgicos e
os comportamentos ingestivos. A ativacio ou inibi¢do desses grupos de
neurdnios variou conforme a regido e o protocolo ingestivo ao qual o
animal foi submetido. Apesar de terem sido encontradas diferencas
significantes entre os grupos experimentais nos casos de neurdnios
serotonérgicos e/ou catecolaminérgicos ativos, essas duplas marcacdes
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aparecem sempre em ndmero bastante pequeno. Quando comparamos a
populacdo total existente de células serotonérgicas e/ou
catecolaminérgicas nesses ntcleos, os casos desses neurdnios ativos em
qualquer uma das tré€s situacdes, parece ser pouco significativa. Ou seja,
a grande maioria da populagdo de neurdnios serotonérgico e/ou
catecolaminérgicos encontrada nessas regides ndo ¢é afetada pelo
protocolos relacionados a ingestdo aqui realizados. Apesar disso, em
diversos desses niicleos a densidade de expressio Fos varia
significantemente, em nimeros proporcionalmente muito maiores. Isso
sugere que na fase de pré-saciacdo em que se encontram os animais do
grupo Ingestdo, outros grupos neuronais, que ndo serotonérgicos ou
catecolaminérgicos, estejam fortemente envolvidos.

Os achados com maior relevancia nos casos Fos+ ou de dupla
marcacdo Fos+/TPH+ e Fos+/TH+, foram observados nos nticleos: A6,
A8, Scd, LC, CS, Anl, e Rp. No atlas estereotixico de pombos
(KARTEN e HODOS, 1967), o locus ceruleus (LoC) foi identificado
como um grande campo neuronal que se estende da ponte rostral ao
mesencéfalo caudal. O LoC em mamiferos é um niicleo densamente
preenchido por células, contendo neurdnios ricos em noradrenalina,
restrito a niveis rostrais da ponte, sem se estender ao mesencéfalo
(SMEETS e REINER, 1994). Técnicas imunoistoquimicas aplicadas em
diversas espécies de aves vém demonstrando que apenas a porgao
caudal do que é chamado no atlas de Karten e Hodos como LoC,
contém neurdnios noradrenérgicos, € se encontra na mesma localizagdo
topografica que o LoC em mamiferos (BAILHACHE e
BALTHAZART, 1993; REINER et al., 1994). Assim, o LoC em aves
foi redefinido como um conjunto de células noradrenérgicas na borda
lateral do quarto ventriculo em niveis pontinos rostrais (REINER et al.,
2004). O nicleo A6, conhecido como caudal locus ceruleus, nio
corresponde exclusivamente as defini¢des citoarquitetonicas do LoC, ja
que os neurdnios noradrenérgicos dessa regido se estendem ventral e
rostralmente ao LoC, e nas proximidades de neur6nios serotonérgicos e
catecolaminérgicos, que acabam se sobrepondo parcialmente uns com
os outros (MEDINA e REINER, 1994; REINER et al., 2005). No
entanto, o nicleo A6 coincide amplamente com o LoC, e os neurdnios
noradrenérgicos representam a populacdo predominante no LoC.

O grupo celular identificado em aves por KARTEN e HODOS
(1967) como rostral locus ceruleus, corresponde atualmente ao grupo
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celular dopaminérgico mesencefdlico A8 (REINER et al., 2004). A
alteracdo de nomenclatura desse nidcleo se deu por sua localizagdo
topograficamente equivalente ao A8 de mamiferos, apesar de suas
caracteristicas funcionais estarem mais condizentes com o Locus
Ceruleus dessa classe animal. No nticleo A8 a densidade de marcagdo
Fos+ encontrada foi muito intensa no grupo Controle € no grupo
Privacgdo, reduzindo para uma quantidade moderada no grupo Ingestio.
Isso demonstra que uma acentuada ingestdo de alimentos provoca
redugdo na atividade geral desse nicleo. Com resultados semelhantes
aos observados no nucleo A8, no niicleo A6 a quantidade de células
Fos+ € intensa no grupo Privacdo, e moderada nos grupos Controle e
Ingestdo. Os resultados observados nos dois nicleos, A6 e A8, sugerem
que a privagdo alimentar pode levar a ativagdo de neurdnios dessas
regides.

Estudos realizados em nosso laboratério demonstraram, por
métodos imunoistoquimicos cromogénicos e fluorescentes para TPH e
5-HT, a existéncia de um grande niimero de células serotonérgicas nos
nicleos A6 e A8 de pombos, com pericdrios poligonais e de tamanho
médio (MENEGHELLI et al, 2009), apoiando os dados encontrados no
presente estudo por métodos de imunoistoquimica cromogénica para
TPH. Com relacdo a dupla marca¢do Fos+/TPH+ nos niicleos A6 e A8,
observamos uma quantidade maior de células serotonérgicas ativas no
grupo Controle, em comparac¢io aos outros dois grupos.

Porém, essa diferenca, apesar de significante, ndo parece ser
significativa, jd que nos trés grupos analisados, os casos dessa dupla
marcacao sao muito pequenos se comparados ao nimero total de células
TPH+. Dados anteriores do nosso laboratério avaliaram os efeitos de
injecdes de 8-OH-DPAT (um agonista seletivo do receptor 5-HT1,) na
regido do nicleo A8 em pombos adultos. Os dados desse estudo ndo
evidenciaram altera¢cdes no consumo ou nos padrdes comportamentais
de ingestdo de comida ou dgua nesses animais, demonstrando que os
neurdnios serotonérgicos desse nicleo que apresentam receptores 5-
HT,, parecem ndo participar do controle ingestivo (HACKL et al,,
2005). Esses achados sustentam os dados encontrados no presente
estudo, em que a intensa ingestdo alimentar parece ndo afetar a
atividade dos neurdnios serotonérgicos desse ntcleo. O grupo Controle
foi o que apresentou um maior niimero de células serotonérgicas ativas,
tanto em comparacdo ao grupo que ingeriu grande quantidade de
alimento, quanto em comparagéo ao grupo que permaneceu em privacao
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alimentar, ou seja, duas situagdes completamente opostas. Podemos
sugerir entdo que alguns neurdnios serotonérgicos dessa regido
apresentem uma atividade tonica em condigdes alimentares habituais,
em que os animais t€m comida e dgua ad libitum e nenhum estimulo
que possa aumentar a ingestdo alimentar. Podemos observar que em
situagdes que fogem da linha de base ingestiva desses animais, ocorre
uma reducdo dessa atividade tOnica, indiferentemente de a situacdo
experimental levar ao aumento ou reducio da ingestdo. A reducdo de
atividade observada ndo parece estar relacionada a mecanismos de
alerta, ja& que parte dos animais do grupo Privagdo apresentaram
comportamentos relacionados ao sono no periodo inicial do
experimento. Também ndo podemos atribuir esse fato a entrada do
pesquisador no biotério no inicio dos experimentos, ja que 0s animais
do grupo Controle também eram submetidos a essa condicdo.
Alternativamente, € possivel que estas redugdes ocorram em
subpopulacdes diferentes de neurOnios serotonérgicos, alguns
relacionados a ingestdo e outros relacionados a falta dela. Nossos
métodos ndo permitem avaliar se esse caso realmente ocorre, mas é
necessario propor esta possibilidade.

Além de neurdnios serotonérgicos, estudos realizados nos
dltimos 15 anos, em diversas espécies de aves, demonstraram a
presenca de células catecolaminérgicas no nicleo AS8. Esses estudos
estabelecem que tais neurdnios catecolaminérgicos sdo, em sua maioria,
dopaminérgicos, e em menor quantidade noradrenérgicos
(BAILHACHE and BALTHAZART, 1993; REINER et al., 2004). Nos
dltimos anos, nosso laboratério tem analisado o papel de circuitos
monoaminérgicos no controle da ingestdo em aves (CANELLOet al.,
1993; DARIO et al., 1996; SOUZA et al., 1996; HAGEMANN et al.,
1998, MARINO-NETO e ARMENGOL, 2000; SABI et al., 2002;
MARINO-NETO et al., 2004; RAVAZIOet al., 1990; RAVAZIO e
PASCHOALINI, 1991). No presente estudo, com relacio a dupla
marcacdo Fos+/TH+ nos nidcleos A6 e A8, encontramos uma
quantidade reduzida de neurdnios catecolaminérgicos ativos no grupo
Ingestdo, em relacdo aos outros dois grupos. Este fato sugere que a
intensa ingestdo alimentar, vista no grupo Ingestdo, pode reduzir a
atividade de neurdnios catecolaminérgicos dessa regido. Como os tipos
celulares analisados nesses dois nucleos sdo semelhantes, podemos
sugerir que exer¢am funcdes similares com relagdo a ingestdo alimentar.
Estudos realizados por RAVAZIO et al (1990) analisaram os efeitos
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comportamentais da administracdo ICV de 1 microlitro de adrenalina e
de noradrenalina (ambas na concentracdo de 30 nmol/microlitro) no
ventriculo lateral de pombos adultos. Nos animais com livre acesso a
alimentacdo no periodo experimental, as injecdes das catecolaminas
provocaram um imediato e intenso efeito ingestivo, seguido por
aumento na duracdo do sono (50-90% maior que a duragdo apresentada
pelo animais controle tratados com veiculo). RAVAZIO e
PASCHOALINI (1992), analisaram os efeitos de inje¢cdes ICV de
catecolaminas (80nmol/microlitro) sobre o comportamento alimentar.
Foi observado nesses experimentos um aumento significante no
consumo de alimentos na primeira hora apds a administracdo de
noradrenalina e adrenalina (RAVAZIO e PASCHOALINI, 1992). Com
base nos dados do presente estudo, podemos sugerir que os neurénios
catecolaminérgicos nos nucleos A6 e A8 ndo foram afetados pelas
injecdes de catecolaminas realizadas por RAVAZIO e PASCHOALINI
(1992). Esses dados reforcam a nocdo de que os inputs
catecolaminérgicos ao hipotdlamo, relevantes para o controle da
ingestdo de alimentos no pombo, podem ser originados ndo de nticleos
pontinos e mesencefalicos, mas principalmente do NTS e da formacdo
reticular ventrolateral do bulbo (os grupos A2/C2 e Al/Cl
respectivamente) (MARINO-NETO e ARMENGOL, 2000).

Estudos realizados em mamiferos de diferentes espécies afirmam
que os neurdnios catecolaminérgicos do Locus Coeruleus (LoC) estdo
relacionados a diversas fun¢des, como atencdo, memoria, ciclos de sono
e vigilia, controle emocional, postura e neuroplasticidade (BRAUN e
PIVIK, 1981; FOOTE et al., 1991; GEORGE et al., 2012). FOOTE et
al (1991), afirmam que o LoC participa da geracdo de um estado
cerebral generalizado que pode ser caracterizado como "estado de
alerta". A estimulagio do LoC em mamiferos, por métodos
eletrofisiolégicos, leva a conversio de padrdes de atividade
eletroencefalografica caracteristicos de um estado ndo-alerta para
padrdes caracteristicos de um estado de alerta (FOOTE et al., 1991).
Além disso, trabalhos realizados com ratos machos demonstram que
lesdes de neurdnios noradrenérgicos do LoC levam a redugdo da
ingestdo de alimentos. (AMMAR et al.,, 2001). As lesdes foram
causadas por injecdo intraperitoneal de uma neurotoxina seletiva para
neur6nios serotonérgicos, a DSP-4 (ou N-(2-chloroethyl)-N-ethyl-2-
bromobenzylamine). Os ratos lesionados reduziram a ingestdo de
sacarose, que foi reestabelecida apds injecdes intraventiculares de
noradrenalina (AMMAR et al., 2001).
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Estudos realizados por PINOS el at (2004) observaram que a
nutricdo neonatal desempenha um papel fundamental na organizacio
morfolégica e funcional de diversas estruturas do tronco encefilico em
mamiferos. Foi observado que a privacio de alimentos neonatal diminui
significativamente o volume e o nimero de neurdnios do locus coerulus
em ratos machos e fémeas. Os dados sugerem que a desnutri¢do
neonatal interfere nos mecanismos neuroenddcrinos relacionados ao
locus coeruleus, demonstrando a relacdo dessa regido com a ingestio de
alimentos desde a fase neonatal (PINOS el at., 2004). Outros estudos
observaram que a injecdo periférica de colecistoquinina (CCK) exdgena
imita os efeitos de lipidios na ingestdo de alimentos e motilidade
gdstrica via aferentes vagais, e induz a expressdo da proteina Fos no
locus ceruleus (LC), no nucleo do trato solitirio (NTS), na érea
postrema (AP), e no nicleo paraventricular (PVN). Em ratos acordados,
a infusdo lipidica intraduodenal aumenta a expressdo da proteina Fos
nestes nudcleos cerebrais. O pré-tratamento com capsaicina reduz o
aumento da expressdo Fos nos nicleos LC, NTS e PVN em 66-86% e
no AP em 46%. Estes achados sugerem que a entrada de lipido para o
intestino ativa a expressdo da proteina Fos no LC, NTS, PVN e AP
(MONNIKES et al., 1997). Pouco se sabe sobre os atributos funcionais
dos neur6dnios catecolaminérgicos encontrados no niicleo A8 em aves,
porém, pela localizacdo e respostas semelhantes, podemos admitir que
tenham funcdo similar a observada nesses neurdnios em mamiferos.

Nossos dados relacionados a expressdo Fos nos nicleos A6 e A8
podem levar a duas interpretagdes. Os animais do grupo Ingestdo, que
absolutamente ndo estavam dormindo e estavam comendo no momento
relacionado a expressdio Fos+ observada, apresentam reducdo da
ativacdo dos neurdnios catecolaminérgicos do niicleo A8, embora numa
propor¢do muito pequena em relagfio a grande quantidade de neurdnios
catecolaminérgicos encontrados nesse nucleo. Podemos entdo sugerir
que essa pequena parcela de neur6nios catecolaminérgicos afetada pelos
diferentes protocolos experimentais esteja também relacionada a estado
de alerta, ja que os animais dos grupos Controle e Privacdo apresentam
um duragdo total dos comportamentos ativos significantemente maior
que o observado no grupo Ingestdo. Nossos dados podem levar a
interpretacdo desses dados de duas formas: ou essa parcela dos
neur6nios catecolaminérgicos do nidcleo A8 apresentam diferencas
funcionais dos neur6nios catecolaminérgicos do LoC de mamiferos (ja
que o grupo que recebeu a ragdo palatdvel foi o que mais comeu, e
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apresentou reducdo da marcagdo Fos nessa regido), ou alguns neurdnios
envolvidos nos estados de alerta ficam menos ativos quando esses
animais estdo se alimentando (ai se explica o fato de os animais do
grupo Ingestdo, que estdo comendo, apresentarem reducdo na ativagio
desses neurdnios). Ou seja, mesmo que ndo estejam dormindo, o fato de
estarem envolvidos com uma atividade (nesse caso, COMER), leva a
uma reducdo na atividade neuronal relacionada aos estados de alerta.
Para confirmar essas hipéteses, sdo necessdrios outros experimentos que
relacionem essa regido com outras tarefas além dos comportamentos
ingestivos.

Juntamente com o nicleo A8, o niicleo Scd faz parte das
estruturas mesencefalicas laterais a linha média. Nesse nicleo também
verifica-se uma quantidade moderada e esparsa de neurdnios
serotonérgicos (MENEGHELLI et al., 2009) e uma maior quantidade,
com distribuicdo mais condensada, de neurdnios catecolaminérgicos
(MOONS et al., 1994- Fig 16, Scd). No nicleo Scd observamos uma
constante marca¢do Fos+ de média quantidade nos trés grupos
experimentais. Isso demonstra que a ativacdo neuronal geral nesse
nicleo permanece constante diante dos diferentes protocolos
experimentais. Com rela¢do a dupla marcacdo Fos+/TPH+ no Scd, o
nimero de casos encontrados € pequeno, também sem apresentar
diferencas entre os grupos. Estudos realizados anteriormente em nosso
laboratério avaliaram os efeitos de injecdes de 8-OH-DPAT (um
agonista seletivo do receptor 5-HT;,) também na regido do nicleo Scd
em pombos adultos. Os dados desse estudo nio evidenciaram alteracdes
no consumo ou nos padrdes comportamentais de ingestdo de comida ou
dgua nesses animais, demonstrando que os neurdnios serotonérgicos
desse nicleo que apresentam receptores 5-HT; parecem ndo participar
do controle ingestivo (HACKL et al., 2005). Esses achados sustentam
os dados encontrados no presente estudo, em que a intensa ingestdo
alimentar parece ndo afetar a atividade dos neur6nios serotonérgicos
desse nucleo.

J4 com relagdo a dupla marcacdo Fos+/TH+ no Scd, o grupo
Controle aparece com um maior ndmero dessa marcagdo, em
comparagdo aos grupos Palatdvel e Privacdo. Apesar de o nimero de
neurdnios catecolaminérgicos ativos, em qualquer um dos grupos, ser
pequena em relacdo a grande quantidade de células TH+ igualmente
encontradas nos trés casos experimentais, podemos sugerir que a intensa
ingestdo alimentar provoca uma inibi¢ao das células catecolaminérgicas



93

que encontram-se ativas nos dois grupos em que a ingestao alimentar foi
ausente ou mantida em sua linha de base. Nesse ntuicleo, assim como no
A8, a maior parte das células catecolaminérgicas sdo noradrenérgicas
(MOONS et al., 1994).

Na regido da linha média pontomesencefilica, imediatamente
ventrocaudal as fibras da decussacdo do pedinculo cerebelar superior (0
nicleo da decussagdo do brachium conjuctivum, ou nDBC), aparece
uma densa populacdo de células constituindo dois corddes paralelos,
alinhados ao longo da linha média, formando o nidcleo Linearis caudalis
(LC). Nesse niicleo, observamos uma pequena quantidade de células
Fos+ em todos os grupos experimentais, sem apresentar diferenca entre
eles. Ocupando a regido paramediana entre o LC e limitado lateralmente
pelas fibras do Brachium conjuctivum descendens (BCD) estd o nucleus
centralis superioris (CS). No nicleo CS um intenso nimero de células
Fos+ foi observado no grupo Controle, reduzindo para quantidades
moderadas nos outros dois grupos. Podemos sugerir, nesse caso, que a
ativacdo desse nucleo ocorra de forma tbnica continua, e que em
alteracdes do estado considerado habitual, ocorra inibi¢cdo dessa regido.
Dorsalmente a zona que circunda o nucleus Interpeduncularis, surge um
denso grupo de células ocupando o nucleus Annularis (Anl),
imediatamente ventral ao n. oculomotor e ao fasciculo longitudinal
medial, e espalhadas ao longo da linha média, entre as fibras da
decussacdo do pedinculo cerebelar superior. No nicleo Anl a
quantidade de marcac¢do Fos+ observada foi de média quantidade nos
grupos Controle e Privacdo, e pequena no grupo Ingestdo. Nessas trés
regides, LC, CS e Anl , coletivamente chamadas de estruturas da linha
média pontomesencefilica, sdo encontrados neurdnios serotonérgicos e,
em menor nuimero, neurdnios catecolaminérgicos, além de outros
possiveis tipos celulares ainda néo identificados. (MENEGHELLI et al.,
2009; KNIGGE e PIEKUT, 1984).

No nidcleo LC nado observamos nenhuma ocorréncia de dupla
marcagdo Fos+/TPH+ nos grupos Controle e Ingestdo, ao contrdrio do
grupo Privacdo, que apresenta um nuimero significantemente maior
dessa marcacdo. Nos nicleos CS e Anl o nimero de células
serotonérgicas ativas também foi inferior no grupo Ingestdo, com
relagdo aos outros dois grupos. De acordo com HACKL et al (2005),
injecdes de 8-OH-DPAT em estruturas da linha média
pontomesencefdlica de pombos adultos (Columba livia) provocam
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efeito dipsogénico e alteracdes comportamentais no padrdo de ingestdo
hidrica, mas ndo na ingestao de alimento. As diferentes doses (0,6; 2,0 e
6,2 nmol) de 8-OH-DPAT foram efetivas em provocar um aumento
significante no consumo de &4gua, além de provocar alteracdes na
laténcia, frequéncia e duracio desse comportamento (HACKL et al.,
2005). Das estruturas da linha média analisadas no referido estudo (LC,
CS, Anl, nDBC), os locais mais sensiveis a administracdo da droga
foram os nucleos linearis caudalis e centralis superior (HACKL et al.,
2005). Podemos sugerir com esses dados que os efeitos dipsogénicos
do 8-OH-DPAT na rafe ndo estejam associados a ativacdo de
autorreceptores em neurdnios serotonérgicos, mas sim da acdo desta
droga em receptores 5-HT1A localizados em células da rafe que usam
outros neurotransmissores . O 8-OH-DPAT , ao ativar receptores
SHT1A, inibe células serotonérgicas e ndo-serotonérgicas na rafe.
Entdo, encontrar um maior nimero de neurdnios serotonérgicos ativos
em animais que ndo estdo comendo € coerente com a idéia de que estes
neurdnios serotonérgicos estejam envolvidos com a inibi¢cdo da ingestio
de alimentos. Os achados de HACKL et al (2005) sugerem que estes
neurdnios (os serotonérgicos envolvidos com ingestdo de comida) ndo
tenham sido afetados pelo 8-OH-DPAT, mas que os neurdnios
serotonérgicos envolvidos com a ingestdo de dgua tenham sido sensiveis
a droga.

DOS SANTOS et al (2011), apés administrar 5-HT
intracerebroventricular em pombos adultos (Columba livia) em doses de
50, 150 e 300 nmol, observou alteracdes na ativagdo neuronal de
neurdnios serotonérgicos e ndo-serotonérgicos dessa regido. No LC, um
dos locais mais sensiveis ao efeito dipsogénico do 8§-OH-DPAT
(HACKL et al., 2005) as marcacdes Fos+ e Fos+/TPH+ foram reduzidas
no grupo de animais tratado com 5-HT, porém impedido de beber, e
foram negativamente correlacionados com a ingestdo de dgua e com os
comportamentos tipicos de sono (dos SANTOS et al., 2011). O estudo
afirma que essa diminuicdo na atividade parece acontecer
principalmente em neurdnios serotonérgicos deste nucleo, e estar
relacionada a auséncia da ingestao hidrica nesta situacao, sendo possivel
que a “sede” induzida pelas inje¢des de 5-HT esteja associada a redugdo
na atividade de neur6nios serotonérgicos do LC (dos SANTOS et al.,
2011). Podemos entdo sugerir que os neurdnios serotonérgicos dessa
regido possam estar mais fortemente relacionados ao comportamento de
beber, e que diferentes grupos de neurdnios serotonérgicos distribuidos
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no tronco encefilico desses animais possam estar envolvidos com
diferentes aspectos do comportamento alimentar.

Com relacdo a dupla marca¢do Fos+/TH+ nos nicleos LC E CS,
apesar da pequena quantidade de células TH+ encontradas em todos os
grupos experimentais, o grupo Ingestio apresentou um maior nimero de
casos, com relacéio aos outros dois grupos, que apresentaram nenhum ou
raros casos dessa marcacdo. Esse resultado indica que as células
catecolaminérgicas encontradas nessas estruturas da linha média
estejam envolvidas no controle alimentar, € que a intensa ingestdo de
alimentos leva a uma ativacio nos neurdnios catecolaminérgicos dessa
regido. Estudos anteriores realizados em nosso laboratdrio analisaram os
efeitos comportamentais da administracio ICV de 1 microlitro de
adrenalina e de noradrenalina (ambas na concentragio de 30
nmol/microlitro) no ventriculo lateral de pombos adultos (RAVAZIO et
al., 1990). Nos animais com livre acesso a alimentacdo no periodo
experimental, as injecdes das catecolaminas provocaram um imediato e
intenso efeito ingestivo, seguido por aumento na duragdo do sono (50-
90% maior que a duragdo apresentada pelo animais controle tratados
com veiculo). RAVAZIO e PASCHOALINI (1992), também
analisaram os efeitos de injecdes ICV de catecolaminas
(80nmol/microlitro) sobre o comportamento alimentar. Foi observado
nesses experimentos um aumento significante no consumo de alimentos
na primeira hora apds a administracdo de noradrenalina e adrenalina
(RAVAZIO e PASCHOALINI, 1992). A noradrenalina também causou
uma redug¢do na ingestdo alimentar durante a segunda hora apds a
administragdo, assim como a dopamina, que também levou a reducgéo da
ingestdo alimentar na segunda e terceira hora pés-injecdo (RAVAZIO e
PASCHOALINI, 1992). A ingestdo total de alimentos para o periodo de
6 horas foi semelhante entre os grupos experimentais € o grupo
controle. Além disso, o consumo de agua ndo foi afetado pela
administragdo de nenhuma das catecolaminas durante algum periodo
especifico, mas a ingestdo total aumentou com a injecdo de
noradrenalina. Estes resultados sugerem que as catecolaminas estejam
envolvidas no controle neural do consumo de comida, mas ndo de dgua,
nesses animais (RAVAZIO e PASCHOALINI, 1992). Nossos dados,
que evidenciam aumento na atividade das células catecolaminérgicas
nos animais que apresentaram intensa ingestdo alimentar, sugerem que
essas células poderiam contribuir para o efeito ingestivo observado apds
a administra¢io ICV de catecolaminas nos estudos descritos acima.
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Estudos realizados previamente em nosso laboratério
demonstram que neurdnios imunorreativos 8 TPH foram observados em
agrupamentos localizados na linha média, na regido coletivamente
denominada de rafe (MENEGHELLI, 2009). Grande quantidade de
processos e varicosidades densamente imunorreativas a TPH sdo
observadas em todo o complexo da rafe. Além disso, nessa regido, o
padrio distribucional de pericdrios imunorreativos a serotonina (5-HT)
€ compardvel com a distribui¢do de pericdrios imunorreativos a TPH
(MENEGHELLI, 2009).

Os resultados do presente estudo demonstram que, no nicleo Rp
(Raphe pontis) tanto o nimero de células Fos+ quanto o nimero de
células serotonérgicas ativas foi superior no grupo Privacdo. Esse
resultado sugere que com a alimentacio (intensa ou em valores basais)
alguns neurdnios serotonérgicos e outros ndo serotonérgicos dessa
regido ficam inibidos. Podemos sugerir ainda que a inibi¢do prévia
desses neurdnios é o fator que pode estar levando esses animais a
alimentagdo. Estudos anteriores do nosso laboratério, avaliando o efeito
dispogénico da serotonina (Dos SANTOS, et al., 2011) demonstraram
que no ntcleo Rp, a densidade de células Fos+ aumentou apds injecdes
de 5-HT, independente de os animais beberem ou nio apds as injegdes,
e a densidade deste tipo de marcacdo foi positivamente correlacionada
com os indices de sono. Além disso, as inje¢cdes de 5-HT induziram
sono intenso em ambos os grupos de animais, mas falharam em afetar a
expressdo Fos em neur6nios serotonérgicos deste nucleo, sugerindo
assim, que a ativagdo induzida pela 5-HT em neurdnios nio-
serotonérgicos neste nucleo pode estar associada ao sono observado
nestes animais (dos SANTOS et al., 2010).

Estudos realizados em mamiferos nas dltimas décadas
demonstram o envolvimento do sistema serotonérgico presente na rafe
com a regulacio do comportamento alimentar (BENDOTTI e
SAMANIN, 1986; CURRIE e COSCINA, 1993; TAKASE e
NOGUEIRA, 2008). TAKASE e NOGUEIRA (2008) analisaram a
expressdo da proteina Fos nos nicleos da Rafe de ratos Wistar machos,
em diferentes fases do comportamento alimentar. O estudo contou com
cinco grupos experimentais, relacionando a marca¢do Fos+ com os
estados de privagdo alimentar, procura pelo alimento, ingestdo,
saciedade, além de um controle com alimentagdo ad libitum. Analisando
quatro niicleos da Rafe rostral e trés nicleos da Rafe ventral, TAKASE
e NOGUEIRA observaram, para sua surpresa, que em uma média geral
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entre os niucleos da Rafe analisados, o grupo que apresentou o maior
nimero de células Fos+ foi o que ndo teve estimulo ingestivo, ou seja, o
grupo que permaneceu em restricdo alimentar. Investigando cada niicleo
separadamente, foi observado que os nicleos mais atingidos pela
restri¢cdo alimentar foram o pontino, 0 mediano, 0 magno e o obscuro.
Outros autores atribuem esse fato a atividade antecipatéria do
comportamento alimentar, ou espectativa, como um mecanismo
adaptativo para otimizar o consumo de alimentos em animais com
alimentacdo restrita (MARQUES e MENNA-BARRETO, 1997;
TAKASE et al, 2000). Esses dados confirmam os resultados
encontrados em nosso estudo, j4 que no niicleo analisado, Rp, tanto o
nimero de células Fos+ quanto o ndmero de células serotonérgicas
ativas foi superior no grupo que permanece em privacdo alimentar. Esse
resultado pode evidenciar uma provdvel relacdo funcional entre os
nucleos da rafe encontrados em mamiferos e em aves.

Ja apds a ingestdo alimentar, de acordo com TAKASE e
NOGUEIRA (2008) os nidcleos linear e dorsal foram os que
apresentaram o maior nimero de células Fos+, em comparagcdo aos
outros grupos experimentais. O nidcleo palido, por sua vez, aparece com
a maior ativagdo neuronal no grupo relacionado ao momento da
saciedade. Os autores confirmaram a hipétese do estudo, de que existe
uma diferencial ativagdo dos neurdnios nos diferentes niicleos da Rafe
durante diferentes fases do comportamento alimentar. Ou seja, esses
resultados sugerem um recrutamento diferenciado para cada fase, em
nucleos determinados, € ndo uma ativacido ou inibi¢do geral da Rafe
como um todo (TAKASE e NOGUEIRA, 2008).

De forma semelhante ao observado em mamiferos, injecdes
intracerebroventriculares (ICV) de 5-HT ou de DOI (um agonista de
receptores 5-HT,4nc) em pombos privados de alimentos por 24 h
provocam um intenso efeito hipofagico (STEFFENS et al, 1997a;
STEFFENS et al.,1999). Um efeito hiperfagico foi observado nestes
animais apo6s a inje¢do ICV de GR46611 (um agonista de receptores 5-
HTpyp; DA SILVA et al.,, 2004), ou de metergolina (MET) em
diversos nucleos hipotalamicos (DA SILVA et al, 2007). Ja a
administragdo ICV de 8-OH-DPAT provoca um efeito hiperfagico
modesto em pombos privados de alimentos (STEFFENS et al., 1997 a)
ou ndo afeta a ingestdo de alimentos em animais com livre acesso a
comida (DA SILVA et al., 2004). A injecdo intra-rafe desta droga em
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animais saciados provoca modesto efeito hiperfigico (HACKL et al.,
2005). Estes dados indicam que embora a existéncia de controles
serotonérgicos tonicamente ativos com acdo inibitéria sobre a ingestdo
de alimento possa ser uma propriedade filogeneticamente conservada
nos amniotas, 0s mecanismos e circuitos cerebrais subjacentes a estes
controles podem variar intensamente.

Neur6nios marcados pelo anticorpo da enzima tirosina
hidroxilase (neurénios TH+) foram encontrados no nidcleo Raphe
pontis, regido onde ndo sdo comumente localizados neurdnios
catecolaminérgicos. Porém, apesar de poucos pesquisadores relatarem a
existéncia dessas células nessa regido, encontramos alguns estudos que
mapeiam a presenca de neurdnios catecolaminérgicos na Rafe de aves,
assim como o aqui encontrado (KNIGGE e PIEKUT, 1985; BERK et
al., 1993; RODMAN e KARTEN, 1995; MOONS et al., 1994). Devido
a esta observacdo, foi levantada a hipdtese de uma possivel reagio
cruzada entre os anticorpos utilizados nas técnicas de imunoistoquimica
para TH e TPH. Em contato estabelecido com a empresa fornecedora
dos anticorpos (Millipore), foi relatado pelo departamento de assessoria
cientifica que os dois anticorpos apresentam uma homologia muito
semelhante, e que nio é absolutamente descartada a possibilidade de
uma reacdo cruzada. Entretanto, em testes realizados pela empresa, nio
foram observadas quaisquer resultados que levassem a esta suspeita.
Além da resposta da empresa a este questionamento, diversas técnicas
foram ponderadas para comprovar a veracidade do método utilizado. No
entanto algumas dessas técnicas ndo puderam ser realizadas por algum
impedimento metodolégico. Por exemplo, a técnica de Western Blot,
que poderia comprovar a especificidade de marca¢do de cada enzima,
que ndo pode ser realizada pois as duas enzimas em questio apresentam
peso molecular muito semelhante. Adicionalmente, técnicas de
imunoistoquimica de fluorescéncia, que poderiam marcar distinguindo
por diferentes cores, citoplasmas TH+ ou TPH+, também ndo puderam
ser realizadas pois os anticorpos disponiveis para a técnica eram
produzidos no mesmo animal (anti-rabbit).

Outros procedimentos foram entdo utilizados para examinar a
possivel distingdo entre a marcacio TPH+ e a marcacdo TH+.
Primeiramente observamos uma diferenca significante na densidade de
marcacdo TPH+ e TH+ em algumas das regides analisadas, como o0s
nicleos Scd, LC, Anl e Rp. No nidcleo Scd encontramos uma
quantidade significantemente maior de células TH+ do que células
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TPH+. (Figura 16) O contrdrio, ou seja, uma maior quantidade de
células TPH+ sdo encontradas nos outros trés nicleos LC, Anl e Rp, em
comparagdo com células TH+.

Outra caracteristica diferencial € a localiza¢do das células TPH+
e TH+ dentro de um mesmo nicleo, e demonstram as diferencas nos
locais de concentracdo dos dois tipos celulares analisados. Também ¢é
possivel verificar a existéncia de corpos celulares e fibras marcadas por
TH especificamente no niicleo AVT, local onde a imunohistoquimica
para TPH nao revelou nenhuma marcacdo. Estes achados sugerem que
as duas enzimas TPH e TH estejam marcando distintivamente células
serotonérgicas e catecolaminérgicas, respectivamente.

No nicleo Rp, os casos de células catecolaminérgicas ativas foi
igualmente pequeno em todos os grupos experimentais. Esse resultado
sugere que diferentes estados relacionados a ingestdo de alimentos
podem ndo afetar a ativacdo de células catecolaminérgicas dessa regiao
nesses animais. Estudos realizados em roedores sugerem que receptores
adrenérgicos presentes no niicleo mediano da Rafe participam dos
mecanismos de controle de ingestdo alimentar e apetite (DOS
SANTOS, 2009b). Apés injecdes locais de adrenalina ou noradrenalina
no nicleo mediano da Rafe de ratos com livre acesso a alimentac¢do, em
doses de 6, 20 ou 60 nmol, foi observado que o tratamento com
adrenalina aumenta a ingestdo de alimentos de forma dose-dependente,
porém, ndo altera o tamanho da refeicdo, assim como outros
comportamentos nao-ingestivos (DOS SANTOS, 2009b). Ja o
tratamento com noradrenalina ndo afeta os comportamentos
relacionados a ingestdo, como comer ou beber (DOS SANTOS, 2009b).
Ji em animais com alimentacdo restrita (15g/animal/dia), a
microinjecdo de adrenalina, nas mesmas doses especificadas
anteriormente, o efeito € inverso. Ou seja, a administracdo de adrenalina
no nicleo mediano da Rafe leva a um efeito hipofdgico nesses animais
(MAIDEL et al., 2007). O estudo também afirma que esse resultado
pode ser consequéncia de um estado induzido de saciedade, e ndo a
mudancas em outros comportamentos ndo-ingestivos (MAIDEL et al.,
2007). Além disso, foi observado que injecdes de noradrenalina, em
doses equimolares, ndo apresentaram efeitos nos comportamentos
ingestivos (MAIDEL et al., 2007).
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Estudos realizados por RIBAS et al (2012) investigaram a
participacdo de receptores al-adrenérgicos no nicleo mediano da rafe
(RNM) no controle do comportamento alimentar. Injecdes de fenilefrina
(PHE, agonista a1-adrenérgico) em doses equimolares de 0, 6 e 20 nmol
foram administradas no RNM de: a) ratos submetidos a jejum durante a
noite (18 h), ou b) ratos mantidos com 15 g de ragcdo/dia durante 7 dias.
Os resultados demonstraram que ambas as doses de PHE injectados no
RNM de animais em jejum durante a noite levaram a diminui¢do da
ingestdo de alimentos acompanhada por um aumento na laténcia para
iniciar a alimentagdo. Uma reducfo na duracdo da alimentacdo foi
observada apenas apds o tratamento de PHE na dose de 20 nmol. A
resposta hipofdgica foi acompanhada por uma diminuicio da duragdo de
alimentacio somente apds o tratamento com a dose mais elevada de
PHE. Os presentes resultados indicam o papel funcional dos receptores
inibitérios ol-adrenérgicos no MnR sobre o comportamento alimentar
(RIBAS et al., 2012).

Em resumo, a andlise total da expressdo da proteina Fos em todos
os nucleos demonstrou que o grupo Controle mantém uma ativagio
neuronal consistentemente moderada e estdvel. J4 no grupo Ingestdo
observamos uma redugdo geral na atividade dos neurdnios localizados
nesses nucleos, e diferencas entre este e o grupo Controle aparecem em
quase todas as regides analisadas. O grupo Privagdo foi o que menos
apresentou diferengas em comparacdo ao grupo Controle. Isso indica
que na maioria dos casos estudados, a privacdo alimentar por uma hora
nido afeta de forma importante a atividade dos nicleos do tronco
cerebral investigados aqui.

A intensa ingestdo de alimentos também parece estar associada a
uma reducgdo geral da expressao de dupla marcacdo Fos+/TPH+. J4 com
relacdo a expressdo de neurdnios catecolaminérgicos ativos, a intensa
ingestdo alimentar parece reduzir o nimero dessas células em alguns
ndcleos, como o A8, o0 A6 e o Scd, aumentar em outros, como 0S
nicleos LC e CS, e ndo afetar os niicleos Anl e Rp. Apesar de terem
sido encontradas diferencas significantes entre os grupos experimentais
nos casos de neurdnios serotonérgicos e/ou catecolaminérgicos ativos,
essas duplas marcacdes aparecem sempre em niimero bastante pequeno.
Quando comparamos a populacdo total existente de células
serotonérgicas e/ou catecolaminérgicas nesses nucleos, os casos desses
neurdnios ativos em qualquer uma das trés situacdes, parece ser pouco
significativa.Ou seja, a grande maioria da populacdo de neurdnios
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serotonérgico e/ou catecolaminérgicos encontrada nessas regides ndo é
afetada pelo protocolos relacionados a ingestdo aqui realizados. Apesar
disso, em diversos desses niicleos a densidade de expressdo Fos varia
significantemente, em nimeros proporcionalmente muito maiores. Isso
sugere que na fase de pré-saciacdo em que se encontram os animais do
grupo Ingestdio, outros grupos neuronais, que ndo serotonérgicos ou
catecolaminérgicos, estejam fortemente envolvidos.
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