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RESUMO GERAL

POLO, Patricia de Almeida. ESTUDO NEUROBIOLOGICO DE COMPONENTES
DO SONO EM CODORNAS (Coturnix japonica) (Temminck Schlegel, 1849)
(Aves: Galliformes:). 2009. 78 p Tese (Doutorado em Biologia Animal, Area
de Concentrag@o em Conservagdo de Grupos Silvestres). Instituto de Biologia, Departamento
de Ciéncias Fisiologicas, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica,
RJ, 2009.

Esse trabalho deu continuidade a um achado incidental do Laboratério de Fisiologia Animal
da UFRRJ, no Departamento de Ciéncias Fisiolégicas, no qual, codornas tratadas
perifericamente com serotonina, em um estudo sobre comportamento alimentar, apresentaram
comportamentos semelhantes ao sono. A partir dessa evidéncia, a idéia de que a serotonina
permeia a barreira hematoencefalica de aves, diferentemente de mamiferos, incitou novas
investigagcdes neurofarmacoldgicas e comportamentais. Foi realizado, primeiramente,
um estudo com antagonistas e agonistas de receptores serotoninérgicos, confirmando
a permeabilidade da barreira hematoencefalica de codornas a essa amina biogénica
e sua participagdo em mecanismos centrais envolvidos na regulagdo de comportamentos
semelhantes aos do sono. Esse trabalho resultou em uma publicagdo na Brazilian Journal
of Biology, em 2007, entitulada “Behavioral and neuropharmacological evidence that
serotonin crosses the blood-brain barrier in Coturnix japonica (Galliformes: Aves)”.
Levando-se em consideragdo que a serotonina € precursora da melatonina, e que esta ultima
estd envolvida no controle do ritmo circadiano, continuou-se a investiga¢do, em torno das
alterages séricas de melatonina, mediante administragdo do precursor da serotonina,
L-5-hidroxi-triptofano. Esse estudo resultou na publicagdo do segundo artigo na Brazilian
Journal of Biology, em 2007, “Nocturnal plasma levels of melatonin in quails (Coturnix
Jjaponica) injected with L-5-hydroxy-tryptophan”. Uma vez que os comportamentos
relacionados ao sono envolvem uma série de inibig¢Ges centrais e que o acido y-amino-butirico
(GABA) € o maior neurotransmissor central do sistema nervoso central, continuou-se
a explorar neurofarmacolégica e comportamentalmente, o sono em codomas, abordando-se
um tipo de receptor gabaérgico, o complexo receptor GABA,. O estudo resultou na ultima
publicagdo desse doutoramento, Study of GABA, receptors on the sleep-like behavior
in Coturnix japonica (Temminck Schlegel, 1849) (Galliformes: Aves), na Journal
of Comparative Physiology A, em 2008. O objetivo dessa tese ndo foi tracar um paralelo
filogenético entre aves e mamiferos, entretanto, muitas evidéncias foram inevitaveis.
Certamente, esse trabalho contribuiu para ampliar o conhecimento cientifico sobre
os elementos estudados. Ainda hd muito o que se investigar a respeito do sono,
nio s em aves, como também em mamiferos.

Palavras-chave: Sono, codomas, comportamento.



GENERAL ABSTRACT

POLO, Pawicia de Almeida. STUDY OF NEUROBIOLOGIC COMPONENTS
OF THE SLEEP IN QUAILS. (Coturnix japonica) (Temminck Schlegel, 1849) (Birds:
Ealliformes:) 2009. 78 p Dissertation (Doctorate in Animal Biology, Concentration Area
of Maintenance of Wild Groups). Institute of Biology, Department of Physiological Sciences,
VYFRRJ, Seropédica, RJ, 2009.

's work gives continuity to an incidental discovery from the Laboratory of Animal
Physiology of UFRRYJ, in the Department of Physiologic Science in which quails were treated
“periphericaly by serotonin, in a study of feeding behavior became sleep. From this evidence,
the idea of which serotonin permeates the blood-brain barrier (BBB) of the birds, differently
to mammals, incited new investigations about neuropharmacology and regarding this issue.
Firstly, a study of antagonists e agonists of serotonergic receptors was held, confirming
the permeability of the barrier of (BBB) of quails to serotonin and your participation
in the central mechanisms involved in the regulation of the similar sleep-like behaviors. This
' research resulted in a publication of a first in the Brazilian Jounal of Biology, in 2007,
entitled “Behavioral and neuropharmacological evidence that serotonin crosses the blood-
brain barrier in Cortunix japonica (Galliformes: Aves). Taking into consideration that the
serotonin is the precursor of melatonin and this last one is involved in the control of the
circadian rhythm, we continued with the investigation about the plasma levels of melatonin,
by means of application of the serotonin precursor, L-5-hydroxy-tryptophan. This study
resulted in the publication of a second article in the Brazilian Journal of Biology, in 2007,
“Nocturnal plasma levels of melatonin in quails (Cortunix japonica) injected with
L-5-hydroxy-tryptophan”. Once the behaviors related to sleep involves a series of central
inhibition and the 7y-aminobutyric acid (GABA) is the biggest central inhibitory
neurotransmitter of the central nervous system, we continued exploring behavioral
and neuropharmacologically broaching the one type of gabaergic receptor, aiming the sleep
of quails, the complex receptor GABA,. This work resulted in the third and last publication
of this doctorate work, “Study of GABA 4 receptors on the sleep-like behavior in Cortunix
- japonica (Temminck Schlegel, 1849) (Galliformes: Aves)”, in the Journal of Comparative
Physiology A, in 2008. The aim of this thesis was not to draw a parallel between birds
and mammals. However, many evidences were inevitable. Certainly, this research contributed
to increase the scientific knowledge of the analysed elements. There is still too much
to investigate concerning sleep, not only in birds, but also in mammals.

Key words: Sleep, quails, behavior.
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INTRODUCAO GERAL

O Papel Fisiologico do Sono

Dormir ¢ um comportamento presente em muitas espécies do reino animal (Smith
e Miskiman, 1975; Bobbo et al., 2002; Lyamin ef al., 2004).

A maior parte de nosso conhecimento sobre o sono advém de estudos conduzidos
em diferentes espécies de vertebrados, especialmente em mamiferos (Gottesmann, et al.,
1995; Evarts, et al., 1960; Frank, et al., 2002; Nauta, 1946; Ranson, 1939; Holmes e Jones,
1994).

O sono em vertebrados, tal como qualquer outro processo bioldgico, se expressa
através de padrdes comportamentais e eletrofisioldgicos mais ou menos elaborados de acordo
com o grau de complexidade alcangado pelo encéfalo (Kavanau, 1997).

Uma minima fracdo relativa de espécies de vertebrados vivos, como ratos, galinhas
e cetaceos, vem sendo estuda quanto ao sono e o critério eletrofisiologico do sono poligrafico
tem sido, exclusivamente, tomado de mamiferos ¢ aves (Smith ¢ Miskiman, 1975; Bobbo
et al., 2002; Lyamin ef al., 2004).

A partir destes estudos, estabeleceu-se que os mamiferos exibem duas fases de sono:
o sono de ondas lentas (SWS) e o sono com movimentos oculares rapidos (REM). A primeira
fase do sono ¢ caracterizada pela presenca de atividade elétrica cerebral constituida de ondas
lentas de alta voltagem enquanto que a segunda apresenta ondas de padrao rapido de baixa
voltagem e REMs (Kavanau, 1997).

Somente membros dessas duas classes, mamiferos e aves, demonstram uma distinta
alternancia nos padrdes de atividade neural do sono REM e do sono SWS como evidenciado
pelo eletroencefalograma (EEG) cortical (Gervasoni et al., 1998; Mascetti e Vallortigara,
2001).

Filogeneticamente, aves e mamiferos sao divididos por mais de 270 milhdes de anos
de evolucdo independente. Apesar disso, ambos os grupos exibem sinais comportamentais
e poligraficos de sono, que ndo sdo vistos na mesma extensao por modelos répteis, o grupo
de vertebrados que, filogeneticamente, estd entre eles (Kavanau, 1997). As similaridades
entre o EEG relacionado ao sono de aves e de mamiferos ndo sao baseadas numa organizacao
neocortical similar, o que faz a semelhancga entre eles ainda mais interessante (Kavanau, 1997;
Baylé et al., 1974; Challet et al., 1996; Dubé e Parent, 1981; Sako et al., 1986; Sharp
e Follett, 1968; Cozzi et al., 1991).

O sono REM aviario € caracterizado por alguns dos mesmos segmentos definidores
do REM em mamiferos, mas também difere do de mamiferos em vérios aspectos de potencial
magnitude. Similar aos mamiferos, o sono REM das aves ¢ definido por um EEG de baixa
amplitude e alta freqiiéncia lembrando bastante o EEG de vigilia. Sequéncias de REMs sao
frequentemente observadas durante o sono REM das aves, mas em contraste com o de
mamiferos (Deboer et. al., 1998), ondas ponto-geniculo-occipitais (PGO) nio tém sido
observadas. Atonia de musculos esqueléticos, outro padrao proeminente no sono REM de
mamiferos, ¢ virtualmente ausente em muitas espécies de aves, mas sinais eletrofisioldgicos e
comportamentais (cabeca caida) de hipotonia sdo encontrados comumente (Kavanau, 1997).

A mais notavel diferenca entre o sono REM de mamiferos e aves ¢ a duracdo
dos episddios individuais de REM. Os episddios individuais de REM das aves sdo muito
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curtos, durando apenas alguns segundos. Uma noite normal de sono nas aves contém centenas
de curtos episddios de REM. Como os mamiferos, a quantidade de sono REM nas aves pode
variar consideravelmente durante o curso de uma noite (Kavanau, 1997). Até entdo,
ndo ¢ claro se o sono REM de aves e de mamiferos sdo homologos ou estados convergentes
e em que ponto sofrem regulacdo por mecanismos neurais similares.

Grupos de células monoaminérgicas no tegumento mesopontino tém um papel
essencial na regulacdo de diferentes fendmenos que constituem o sono REM em mamiferos
(Data e Siwek, 1997). H4 uma hipotese de que uma desinibi¢do monoaminérgica
de certas estruturas tronco encefalicas ¢ um passo critico na iniciagdo do sono REM em
mamiferos (Data e Siwek, 1997; Trulson et al., 1981; Vanni-Mercier et al., 1991).
Os sistemas neurotransmissores monoaminérgicos sdo filogeneticamente antigos e sdo
encontrados em aves assim como em mamiferos (Correale, 1956; Chikazawa et al., 1982;
1983). Surpreendentemente, o envolvimento de grupos celulares monoaminérgicos no sono
REM de aves tem recebido pouca atencdo, e a natureza da participacdo do sistema
monoaminérgico na regulacdo do sono REM das aves permanece indeterminada.

A organizacdo topografica e funcional do sistema serotoninérgico foi altamente
conservada de répteis até aves e mamiferos (Ho e LaValley, 1984; Parent, 1981; Parent et al.,
1981; Bogdansski ef al., 1963; Cozzi et al., 1991; Challet et al., 1996; Janusonis, et al., 1999).
De fato, a distribuicao filogenética mantida do sistema serotoninérgico tem levado a hipotese
de que esse sistema representa um substrato neural integrante de mecanismos similares que
permanecem intactos através do Filo Vertebrata (Parent, 1981). De acordo com essa hipotese,
um simples neurdnio serotoninérgico da rafe mesencefalica projeta fibras axonais para areas
rostrais distantes onde exerce um controle polimodal no loci prosencefalico envolvido na
homeostase de fungdes autondmicas, neuroendocrinas, metabolicas e comportamentais em
vertebrados (Reis e Marinho, 2005; Parent, 1981; Azmitia, 1987).

Em aves, uma densa distribuicdo de fibras serotoninérgicas vem sendo identificada
em regides diencefalicas conhecidas por estarem envolvidas no controle do comportamento
alimentar (Parent, 1981; Reis e Marinho, 2005; Challet et al., 1996). Estudos sobre o papel
das vias serotoninérgicas no controle da ingestdo alimentar sdo comuns em vérias espécies
animais (Hassanain e Levin, 2002; Curzon, 1990, 1991; Blundel, 1984; Leibowitz
e Alexander, 1998); entretanto, sdo raros em aves (Reis ¢ Marinho, 2005; Brun ef al., 2001;
Stefens et al., 1997; Saadoun e Cabrera, 2002). O papel do sistema serotoninérgico
na regulagdo de diversos comportamentos, inclusive o sono, vem sendo analisado através
do uso de precursores da sintese inicial e imediata, liberadores, agonistas e inibidores da
recaptagdo pré-sinaptica de serotonina (Bendotti e Samanin, 1987; Jouvet, 1999; Jacobs ef al.,
1999; Gurtman et al., 2002; Hayashi et al., 2004; Chou-Green ef al., 2003; Clénet et al., 2005;
MacLeod e Watson, 1993; Hierden et al., 2004; Levine e Jacobs, 1992; Cespuglio, et al.,
1992; Graeff et al., 1997).

A serotonina (5-HT) € precursora da melatonina, outra amina de igual interesse
no que se refere a regulacdo circadiana. O ritmo dia/noite ¢ traduzido em oscilagdes
hormonais que governam a fisiologia dos mais derivados organismos. Em mamiferos,
a glandula pineal ¢ responsével pela sintese do hormonio melatonina em resposta aos sinais
originados do reldgio endogeno localizado no nucleo supraquiasmatico hipotalamico (NSH)
(Zhdanova, 2005; Zhdanova e Wurtman, 1997; Saletu, 1997).

Muitos estudos envolvendo L-triptofano (L-TRP), precursor da 5-HT, ou demais
fatores que podem exercer influéncia sobre os niveis séricos de melatonina, vém sendo
investigados, com resultados controversos (Cavallo et al., 1987, Namboodiri et al, 1983;
Mclntyre e Oxenkrug, 1991).
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A glandula pineal avidria, como a dos mamiferos, mostra um ritmo circadiano
na sintese e na liberagdo de melatonina. Contudo, a glandula pineal tem um papel
proeminente na organizacgao circadiana aviaria e difere da que existe em mamiferos de varias
formas (Underwood e Siopes, 1984). Uma diferenca importante ¢ que a glandula pineal
em aves ¢ relativamente autonoma. Além de produzir a melatonina, a pineal aviaria contém
fotorreceptores e um relogio circadiano (assim, um sistema circadiano completo) dentro de si.
Além disso, pineais de aves mantém suas propriedades circadianas nos 6rgaos ou em
culturas celulares, tornando acessiveis componentes bioquimicos de caminhos regulatérios
(Bentley, 2001).

Pinealo6citos de aves sdo diretamente fotossensiveis, e candidatos novos para
fotopigmentos nao identificados envolvidos na regulacdo da fung¢do do relogio e da producao
de melatonina. Os caminhos de transdugdo e os segundos mensageiros que podem estar
envolvidos em efeitos agudos e continuos, incluindo-se nucleotideos ciclicos, fluxos de
calcio, e proteinas quinases, tém sido, e continuam a ser, examinados. Além disso, varios
genes de relogios, semelhantes aos encontrados em drosoéfilas e ratos, sdo expressos e sua
dinamica e interacdes estdo sendo estudadas (Natesan et al., 2002).

Além disso, substancias que potencializam a neurotransmissdo inibitoria central, via
acido y-amino-butirico (GABA), exercem efeitos no sono comparaveis qualitativamente ao
descanso circadiano, tanto em ratos como humanos (Lancel e Steiger, 1999; Lancel, et al.,
1996; Lancel, 1999; Kaur, et al., 1997). Logo, se a melatonina afeta a fungdo GABA¢érgica,
pode-se esperar sua modulagdo do sono durante todas as fases circadianas entre as espécies.

No SNC dos vertebrados, o0 GABA ¢ o neurotransmissor inibitdério mais comumente
distribuido e participa de estruturas relacionadas ao ciclo sono-vigilia (Nitz e Siegel, 1996,
1997a, 1997b; Lin et al., 1989). Inicialmente, o GABA foi descrito como um ativador de
canais para cloreto sensiveis a bicuculina e, subsequentemente, foi descoberta a ativacao de
canais para cations mediados por GABA. Este achado levou a nogdo de receptores do tipo
GABA 4 e GABAg, que foi introduzida em 1981, por Hill e Bowery (Borman, 2000).

O receptor GABAA ¢ um canal para cloreto ionoforo e tem sitios de ligacdo para
moduladores benzodiazepinicos, barbituricos, neuroesterdides e etanol (Gandolfo et al., 1989;
Gottesmann et al., 1998; Sieghart, 1995; Bernard et al., 1998) (Figura 2.a, b). Por contraste,
os receptores GABAg sdo canais para K* e Ca®' ativados via proteina G e sistemas de
segundos mensageiros; eles sdo sensiveis ao baclofen e resistentes a drogas que modulam os
receptores GABA 4 (Finnimore, 1995; Borman, 2000).

Johnston e colaboradores, em 1975, descobriram que um analogo do GABA, o acido
cis-4-aminocrotonico (CACA), ativa, seletivamente, uma terceira classe de receptores GABA
no SNC de mamiferos. Estes receptores, que foram, em principio, designados como GABA,
sdo0 poros para Cl insensiveis tanto a bicuculina quanto ao baclofen (Borman, 2000; Arnaud,
et al.,2001; Feigenspan, 1993) (Figura 1.c).



Figura 1: Ilustracdo esquematica de receptores GABAA ¢ GABAc. (a) O receptor GABA,,
que ¢ um poro para CI, tem sitios de ligacdo para barbitiricos, benzodiazepinicos e
neuroesteroides. As respostas GABA, sdo bloqueadas competitivamente pela bicuculina e
ndo-competitivamente pela picrotoxina. O baclofen, agonista do receptor GABAg ¢ sem
efeito, assim como o agonista e o antagonista do receptor GABAc, CACA ¢ acido
metilfosfinico 1,2,5,6-tetraiodropiridina-4-yl (TPMPA), respectivamente. O receptor GABA,
de vertebrados ¢ construido a partir de varias subunidades, alguns exemplos das quais s3o
mostradas no lado direito. (b) Cada subunidade compreende quatro dominios transmembrana.
(c) O receptor GABA( ¢é ativado pelo CACA e antagonizado pelo TPMPA. E bloqueado pela
picrotoxina. Compreende trés subunidades (a direita). Ambos os receptores sdo modulados,
intracelularmente, por proteinas quinases.

Fonte: Bormann, J., 2000

Recentemente, tem sido possivel estudar estes receptores em subpopulagdes
claramente definidas de neurénios da retina. Na retina de mamiferos, as subunidades p de
receptores GABA( se co-localizam em células bipolares, e sdo funcionalmente distintas dos
receptores de glicina e GABA (Arnaud, et al., 2001; Feigenspan, 1993).



Padrdes Comportamentais do Sono em nosso Modelo Experimental

Além dos padrdes EEG, as aves exibem comportamentos estereotipados relacionados
ao sono. Em galindceos, ¢ frequente uma sequéncia comportamental de preparagdo para o
descanso, composta por empoleiramento, ericamento de penas, piscadelas, movimentos orais
rapidos e “gaping” (componentes do bocejo), até o fechamento dos olhos, que caracteriza o
estado de dormir, propriamente (Figuras 2-5).

Figura 2: Comportamento “sleep-like” de ericamento das penas e agachamento em codorna

Figura 3: Comportamento “sleep-like” de agachamento e bocejo em codorna



Figura 4: Comportamento “sleep-like” de fechamento dos olhos e ericamento das penas
em codorna

Figura 5: Comportamento “sleep-like” de hipotonia de pescogo em codorna

Importancia na Pesquisa Basica

No laboratorio, muitos desses padrdes sao facilmente observados podendo ser
quantificados e, conseqlientemente, permitindo estudos etologicos e neuroquimicos, geradores
de informagdes basicas sobre o sono em diferentes espécies aviarias. O estudo desses
comportamentos estereotipados relacionados ao sono (“sleep-like”) é favorecido em codornas,
pois sdo animais de facil acomodagdo, manejo e adaptacdo as condi¢des laboratoriais.

Esse trabalho baseou-se em quatro premissas:

» O sistema serotoninérgico esta envolvido na regulacdo do sono;
» Administracdo de precursores de 5-HT influencia niveis séricos de melatonina;
» Substancias que potencializam a neurotransmissdo inibitoria central,
via receptor GABA,, exercem efeitos sobre o sono;
» Estudos comportamentais e neuroquimicos, em codornas, so escassos.
Tais premissas geraram as seguintes perguntas:



» A 5-HT, administrada perifericamente, ¢ capaz de permear a barreira
hematoencefalica (BHE) de codornas, diferentemente de mamiferos, evocando
comportamentos “sleep-like”?

» A administragdo de L-HTP, precursor da 5-HT, influencia os niveis séricos
de melatonina, em codornas, durante todas as fases circadianas?

» O receptor GABA,4 esta envolvido na regulagdo de comportamentos “sleep-
like” em codornas?



CAPITULO I

Evidéncias Comportamentais e Neurofarmacolégicas de que a Serotonina
Atravessa a Barreira Hematoencefalica em Codornas Coturnix japonica
(Aves: Galliformes)



RESUMO

Este estudo foi desenvolvido objetivando evidenciar reagdes comportamentais
e neurofarmacoldgicas acerca da permeabilidade da barreira hematoencefalica (BHE)
a serotonina administrada sistemicamente em codornas. A serotonina injetada por via
parenteral (250-1000 pg.kg”, sc) produziu uma seqiiéncia de eventos relacionados com um
estado semelhante ao sono. Comportamentos semelhantes ao sono comegaram com o
ericamento das penas, movimentos orais rapidos, piscadelas e finalmente agachamento e
fechamento dos olhos. A administracdo prévia do antagonista do receptor 5-HT2C, LY53857
(3 mg.kg", sc) reduziu significativamente os episodios de erigamento das penas e movimentos
orais rapidos, mas ndo alterou a freqiiéncia de piscadelas e fechamento dos olhos. Tratamento
com o antagonista do receptor 5-HT2A/2C, quetanserina (3 mg.kg™”, sc) ndo afetou nenhuma
das respostas evocadas pela serotonina. A quipazina (5 mgkg', sc), um agonista dos
receptores 5-HT2A/2C/3, induziu intensa hipomotilidade e longos periodos de
comportamentos semelhantes ao bocejo e ao sono. O tratamento prévio com quetanserina
suprimiu as reagdes de bocejo e reduziu a hipomotilidade, os movimentos orais rapidos e as
piscadelas, mas foi sem efeito para as demais respostas induzidas pela quipazina.
Os resultados mostraram que, diferentemente dos mamiferos, a serotonina atravessa a BHE ¢
ativa mecanismos hipnogénicos em codornas. O estudo com esses agonistas e antagonistas
serotoninérgicos revelaram que, entre as acdes da serotonina, o ericamento das penas, os
movimentos orais rdpidos e o comportamento semelhante ao bocejo foram originados pela
ativagdo de receptores 5-HT2, enquanto o piscar ¢ o fechamento dos olhos possivelmente
requisitaram outros subtipos de receptores.

Palavras-chave: serotonina, barreira hematoencefalica, codornas.



ABSTRACT

This study was carried out aiming to reach behavioral and neuropharmacological evidence of
the permeability of the blood-brain barrier (BBB) to serotonin systemically administered in
quails. Serotonin injected by a parenteral route (250-1000 pg.kg’, sc) elicited a sequence of
behavioral events concerned with a sleeping-like state. Sleeping-like behaviors began with
feather bristling, rapid oral movements, blinking and finally crouching and closure of the
eyes. Previous administration of 5-HT2C antagonist, LY53857 (3 mg.kg™, sc) reduced the
episodes of feather bristling and rapid oral movements significantly but without altering the
frequency of blinking and closure of the eyes. Treatment with the 5-HT2A/2C antagonist,
ketanserin (3 mg.kg', sc) did not affect any of the responses evoked by the serotonin.
Quipazine (5 mg.kg”, sc) a 5-HT2A/2C/3 agonist induced intense hypomotility, long periods
of yawning-like and sleeping-like states. Previous ketanserin suppressed gaping responses and
reduced hypomotility, rapid oral movements and bristling but was ineffective for remaining
responses induced by quipazine. Results showed that unlike mammals, serotonin permeates
the BBB and activates hypnogenic mechanisms in quails. Studies using serotoninergic agonist
and antagonists have disclosed that among the actions of the serotonin, feather bristling, rapid
oral movements and yawning-like state originated from activation of 5-HT2 receptors while
blinking and closure of the eyes possibly require other subtypes of receptors.

Key words: serotonin, blood brain barrier, quails.
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INTRODUCAO

A 5-HT ¢ sintetizada a partir do seu precursor, o aminoacido, L-TRP. O primeiro
passo para a sintese de 5-HT requer a participacdo da L-5-hidroxitriptofano hidroxilase,
enzima responsavel pela formagdo do L-HTP (Tyce, 1990; Boadle-Biber, 1993; Cooper et al.,
1996). Apds isso, o L-HTP ¢ convertido em 5-HT, serotonina, pela acdo da L-aminoécido
aromatico descarboxilase (Tyce, 1990; Boadle-Biber, 1993; Cooper ef al., 1996).

Apesar de muitos estudos se preocuparem com a 5-HT cerebral, um pouco menos de
2% dessa indolamina ¢ produzido no sistena nervoso central (SNC), em relagdo ao organismo
todo (Cooper et al., 1996).

A 5-HT neuronal pode atingir a circulagdo sistémica; entretanto, ela permeia
pobremente a BHE no sentido do encéfalo em mamiferos (Cooper et al., 1996). Todavia, nao
ha estudos a respeito dessa propriedade em aves e suas relagdes com analises
neurofarmacoldgicas e comportamentais.

Acredita-se que o encéfalo se defende do excesso de 5-HT (e de outras aminas) que
escapam da fenda sinaptica, bem como modula seu fluxo através da BHE, pois recentemente,
foi demonstrado que um transportador de cations organicos extraneural subtipo3 (OCT3) no
encéfalo de ratos reconhece a 5-HT. A expressdo dessa proteina ¢ regulada pela familia de
genes relacionada a transportadores de cations responsaveis por transportar varios cations
organicos. Esse sistema de transporte ¢ responséavel pela depuracdo dessa amina no encéfalo
por inviabilizagdo metabolica e destoxificagdo. (Wu et al., 1998; Schmitt et al., 2003).

Considerando essas observagdes, procurou-se investigar a evidéncia da
permeabilidade da BHE a 5-HT em codornas. Duas possibilidades de investigacdo foram
tomadas. Primeiramente, 5-HT foi administrada por via sub cutanea (sc) em codornas para se
avaliar reagcdes comportamentais. Estudos prévios no nosso laboratorio mostraram evidéncias
da agdo central da 5-HT injetada sistemicamente na avaliacdo do seu efeito (e de seu
precursor) no comportamento alimentar de codornas (Reis et al., 2005). Nesse estudo, foi
mostrado, pela primeira vez, uma acdo hipnogénica induzida pela 5-HT sistémica.
Obviamente, essa resposta ¢ dependente da ativacdo de uma circuitaria neural localizada
dentro da BHE.

Como essa referéncia mostrou outras reagdes comportamentais (especialmente,
respostas hipnogénicas), nesse estudo foi examinada a influéncia da administracdo prévia de
antagonistas 5-HT2 nas respostas induzidas pela 5-HT e agonistas 5-HT2A/2C.
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REVISAO DE LITERATURA

A 5-HT permanece, historicamente, o neurotransmissor mais intimamente envolvido
com neuropsicofarmacologia. Desde a metade do século XIX, cientistas sabiam que uma
substancia achada no sangue causava poderosas contragdes de 6rgdaos com musculos lisos.
Entretanto, mais de 100 anos se passaram antes que cientistas de uma clinica de Cleveland
conseguissem isolar a substdncia como uma das possiveis causadoras de aumentos de pressao
arterial (Cooper e Roth, 1996).

Nesta época, investigadores na Italia estavam caracterizando a substancia encontrada
em grandes quantidades nas células enterocromafins da mucosa intestinal. Este material
também causava constrigdes de 6rgdos com musculos lisos, especialmente os do eséfago.
O material isolado da corrente sanguinea recebeu o nome de “serotonina”, enquanto que o
material encontrado na mucosa intestinal recebeu o nome de “enteramina’.
Subsequentemente, os dois materiais foram purificados, cristalizados, ¢ mostraram ser 5-HT,
que entdo, pdde ser preparado de modo sintético mostrando possuir todos os aspectos
biologicos da substincia natural. A natureza indol desta molécula esbarra, com muitas
semelhancas, na droga psicodélica L.S.D. (&cido dietilamida lisérgico), que também ¢
mostrada como sendo capaz de interagir com preparacdes in vitro de musculos lisos. A 5-HT
¢ também estruturalmente relacionada a outros agentes psicotropicos (Cooper e Roth, 1996).

Quando a 5-HT foi, pela primeira vez, encontrada no SNC de mamiferos, levantou-se
a teoria de que diversas formas de doencas mentais aconteciam devido a anomalias
bioquimicas decorrentes de sua sintese. Esta linha de pensamento foi mais além, quando
substancias tranquilizantes como a reserpina, foram observadas esgotando a 5-HT cerebral;
ao longo do completo esgotamento desta, foi observada depressdo comportamental profunda.
Muitas destas teorias e destas idéias permanecem, apesar de agora termos mais evidéncias
para analisarmos esta substancia (Cooper e Roth, 1996).

Em mamiferos, os neurdnios serotoninérgicos compreendem um sistema divergente e
amplo no interior do sistema nervoso central com uma vasta gama de ac¢des, dependendo das
caracteristicas e da 4rea onde ocorrem suas sinapses (Tabela 1-3).

Os mecanismos pelos quais a interacdo 5-HT-receptores serotoninérgicos acontecem
também sao diversos (Tabela 4)

Muitas sdo as condi¢des clinicas influenciadas pela funcdo alterada da serotonina em
mamiferos (Tabela 5).
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Tabela 1: Caracteristicas dos subtipos de receptores 5-HT1 em mamiferos

Receptores 5-HT'1

5-HTI1A 5-HT1B 5-HTI1D
Regides de alta Nucleo da rafe SN GP
. . SN
densidade Hipocampo GP GB
. : R(1)8-OH-DPAT Sumatriptan
Agonistas seletivos 5 CAT 5-CAT 5 CAT
Spiperone
: . S-(2)-pindolol Isamoltane
Antagonistas seletivos WAY 100135 Isamoltane GR 127935
Hiperpolarizagao
Efeitos na membrana via abertura ? ?
de canais para K"
Termorregulacao
Hipotensao Auto-
Outras fungdes Comportamento sexual Auto-receptor
receptor

Sindrome do auto-receptor 5-HT
(somato dendritica)

GB: ganglio basal; 5-CAT: 5-carboxiamidotriptamina; GP: globo palido e SN: substancia
negra.
Modificada de: Cooper e Roth, 1996.
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Tabela 2: Caracteristicas dos subtipos de receptores 5-HT2 em mamiferos

Receptores 5-HT2

5-HT2A 5-HT2B 5-HT2D
ngﬁ:}fv Estomago Plexo corodide
Regides de alta densidade . Fundus Medula
Hipocampo Cortex Hipocampo
NMF
DOI
Agonistas seletivos DOB Dol (x—l\]/?eOS]?HT
a-Me5-HT
MDL 100,907 .
. Quetanserina
Antagonistas seletivos Qu.etanse'rma Quetanserina Espiperone
Ritanserina .
. Metergolina
Espiperone
Despolarizagao
Efeitos na membrana Despolarizagao Despolarizagao via abertura
de canais para Ca*
Vasoconstri¢ao
Agregamento
Outras fungoes ? plaquetario
Edema de
membros

a-MeS5-HT: a-metil 5-hidroxitriptamina; DOB: 2,5—dimetoxi-4-bromoanfetamina; DOI: 2,5—
dimetoxi-4-odoanfetamina; NMF: ntcleo motor do nervo facial; NP: neurdnios periféricos e

SN: substancia negra.
Modificada de: Cooper e Roth, 1996.
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Tabela 3: Caracteristicas de outros subtipos de receptores 5S-HT em mamiferos

Outros subtipos de receptores 5-HT

5-HT3 5-HT4 5-HT6 5-HT7
: . Talamo
Regides de alta NP Hip ocampo Striatum Hipotalamo
. CE Coliculo Acumbens ,
densidade ‘ , Amigdala
Area postrema [leum Cortex N
Coracao
Agonistas seletivos a-Me5-HT SC-53116 SL(;]A)T LSD
. Zacopride . )
Antagonistas Odanserton SDZ 205557 ~ Lisuride - Clozapine
seletivos . Clozapine  Amitriptilina
Granisotrom
Efeitos na membrana  Despolarizagao
Transmissao Relaxamento
~ da liberagao da musculatura
Outras fungdes .
Reflexo von lisa
Bezold-Jarisch Ionotrépico

a-Me5-HT: a-metil 5-hidroxitriptamina; DOB: 2,5—dimetoxi-4-bromoanfetamina; CE: cortex
entorrinal; 5-CAT: S5-carboxiamidotriptamina, NMF: nucleo motor do nervo facial
e NP: neurdnios periféricos.

Modificada de: Cooper e Roth, 1996.
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Tabela 4: Mecanismos de transdug@o nos subtipos de receptores 5-HT de mamiferos

Subtipos de receptores 5-HT de mamiferos e mecanismos de transducao

Receptores acoplados Subtipo de
a proteina G receptor
5-HT1A

Familia 5-HT1 S_HTIB

5-HT1D

5-HTI1E

5-HT2A
Familia 5-HT2 5-HT2B
5-HT2C

5-HT4
5-HT5A
Outros >-HIB

5-HT6

5-HT7

Canais i0nicos acionados

por ligantes >-HT3

Proteina

G
Gi

Gi
Go
Gi

Gi

Gi

Gq

Gs

Gs

Gs

Nenhum

Via efetora

Inibi¢ao da adenilato
ciclase
Abertura de canais para
K+
Fechamento de canais
para Ca™
Inibi¢ao da adenilato
ciclase
Inibi¢ao da adenilato
ciclase
Inibi¢ao da adenilato
ciclase
Hidrolise do fosfoinositol
Hidrolise do fosfoinositol
Hidrolise do fosfoinositol
Ativacao da adenilato
ciclase
Mecanismo de
acoplamento
desconhecido
Ativagao da adenilato
ciclase
Ativagao da adenilato
ciclase
Canal i6nico acionado
por ligantes

Modificada de: Cooper e Roth, 1996.
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Tabela 5: Condi¢des clinicas influenciadas pela funcao alterada da 5-HT em mamiferos

Disturbios afetivos e neuroenddcrinos devidos a fun¢do alterada da 5-HT em mamiferos

Distarbios afetivos Regulacdo neuroendodcrina
Envelhecimento e desordens neurodegenerativas ~ Desordens obsessivas compulsivas
Desordens de ansiedade Sensibilidade a dor

Sindrome carcinoide Sindrome pré-menstrual
Desregulagdo do ritmo circadiano Sindrome do estresse pds-traumatico
Desordens de desenvolvimento Esquizofrenia

Desordens alimentares Desordens sexuais

Emese Desordens do sono

Enxaqueca Desordens de estresse

Mioclonia Abuso de substancias

Fonte: Cooper e Roth, 1996.

Os neurdnios estdo amplamente contidos na linha média do nucleo da rafe (Hopwood
e Stamford, 2001) que se estende caudalmente do meio do cérebro até a medula (Reis e
Marinho, 2005; Parent, 1981; Azmitia, 1987) e sdo poucos em numero, se comparados a
totalidade dos neurdnios no cérebro. No nucleo da linha média da rafe dorsal, os corpos
celulares serotoninérgicos estdo agrupados compactadamente (Parent, 1981; Azmitia, 1987),
um aspecto que os permitem ser estimulados eletricamente ou seletivamente lesionados
(Houdouin et. al., 1991; Wang e Aghajanian, 1977). Esse numero limitado de corpos celulares
projeta ramificacdes que atingem praticamente todas as regidoes do eixo neural
(Azmitia, 1987).

Estudos recentes de microscopia eletronica também tém revelado que os neurdnios
serotoninérgicos dentro do nucleo da rafe dorsal emitem fibras finas com muitas
varicosidades que formam sinapses difusas, enquanto os do ntcleo da rafe mediana emitem
axOnios mais espessos com varicosidades terminais mais largas que tendem a formar sinapses
mais proximas aos neuronios alvo. Estas diferencas estruturais estdo associadas com
diferentes sensibilidades as neurotoxinas e sugerem diferentes propriedades fisioldgicas
dentro de subgrupos de neurdnios contendo serotonina. Os neurdnios serotoninérgicos
descendentes sdo bioquimicamente distintos do sistema de projecdo rostral, pois tém
peptideos (ex.: substancia P, hormodnio liberador de tireotrofinas) associados com a 5-HT
(Boadle-biber, 1993).

A 5-HT ¢ formada a partir do aminoacido essencial, L-TRP. Ele sofre uma
5-hidroxilagdo transformando-se em 5-hidroxitriptofano (L-HTP), seguida de wuma
descarboxilagdo rapida que forma a 5-HT, cujo nome reflete a descoberta desta substancia no
soro e sua habilidade de causar profunda vasoconstricdo (Azmitia, 1987; Boadle-biber, 1993).

A primeira reacdo nesta sequéncia ¢ catalizada, e de velocidade controlada, pela
L-5-hidroxitriptofano hidroxilase. A segunda enzima no caminho da sintese ¢ a L-amino
acido aromatico descarboxilase. O L-HTP, que ocorre somente em quantidades do tipo tragos,
¢ um dos seus substratos preferidos e ¢ rapidamente descarboxilado a 5-HT nos neuronios
serotoninérgicos (Azmitia, 1987; Boadle-biber, 1993) (Figura I.1).
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L-TRP

L-5-hidroxitriptofano hidroxilase

L-HTP

L-amino acido aromatico descarboxilase

5-HT
Fig. I.1: Sintese da serotonina

Assim como outros transmissores, a S5-HT ¢& sequestrada em vesiculas de
armazenamento onde ¢ mantida até sua liberacdo. A 5-HT que ndo ¢ seqiiestrada rapidamente
¢ metabolizada a 4cido 5-hidroxi indol acético (5-HIAA) através da monoamina oxidase
(MAO), que desamina oxidativamente a amina a 5-hidroxi indol acetato aldeido, e da aldeido
desidrogenase que oxida o aldeido ao 4cido (Azmitia, 1987; Boadle-biber, 1993).

As células cromafins da mucosa gastrointestinal constituem o maior depdsito de 5-HT
no corpo, e estimou-se que cerca de 95% da serotonina total no corpo estd contida nestas
células. Outros importantes depdsitos para 5-HT sdo o cérebro (onde a serotonina age como
neurotransmissor), a glandula pineal (onde a serotonina serve como precursora do hormonio
melatonina) e plaquetas. A 5-HT também estad presente em alguns nervos periféricos,
incluindo aqueles nas artérias cerebrais, nos neurdnios entéricos, € nos ganglios simpaticos.
As células cromafins da medula da adrenal, especialmente as células contendo epinefrina,
também contém 5-HT. Menores quantidades de 5-HT estdo presentes em outros tecidos,
incluindo-se coragdo, rim, pancreas e tiredide, apesar da fonte e da significancia da 5-HT
nestes tecidos ndo estar bem definida (Parent, 1981; Correale, 1956; Tyce, 1990).

No cérebro, plaquetas e células enterocromafins, a 5-HT ¢ estocada em vesiculas ou
granulos. Uma proteina especifica que faz uma ligacao forte com a 5-HT, a proteina ligante de
serotonina, esta estocada com a 5-HT na mesma vesicula, tanto no cérebro quanto nas células
enterocromafins (Azmitia, 1987; Boadle-biber, 1993). Além disso, um neuropeptidio,
substincia P, estda armazenado com a 5-HT em vesiculas no cérebro e nas células
enterocromafins (Tyce, 1990).

A 5-HT nas células enterocromafins, na glandula pineal, e nos nervos entéricos
origina-se da sintese do aminoacido essencial triptofano (Cooper e Roth, 1996; Azmitia,
1987; Boadle-biber, 1993). Plaquetas, contudo, ndo sintetizam quaisquer quantidades de
5-HT. A 5-HT presente nas plaquetas parece se originar de células cromafins
do trato gastrointestinal. A 5-HT ¢ liberada (em conjunto com a substincia P) das células
cromafins em resposta a varios estimulos, incluindo-se o estimulo do nervo vago, a adi¢do de
glicose hipertonica no limen do trato gastrintestinal, a acidificacdo dos conteudos do limen,
ou as clevadas concentragdes de catecolaminas circulantes. A liberacdo de 5-HT das células
cromafins tanto no limen gastrintestinal, mas também além das membranas baso laterais
resultam em elevados niveis de 5-HT no sangue venoso porta. No sangue porta, a 5S-HT ¢
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tomada pelas plaquetas que tém um rapido processo de captagdo. Como resultado desta
tomada, apenas alguns tracos de aminas sdo normalmente detectados no plasma (Tyce, 1990).

Varios métodos tém sido desenvolvidos para mensurar as concentragdes de 5-HT
nos tecidos e nos fluidos corporais. Estes incluem testes biologicos, espectrofotofluorometria,
cromatografia liquida de elevada resolucdo com deteccdo eletroquimica, métodos radio
enzimaticos e testes radio-imunolédgicos (Rosebrough, 1996; Adell e Artigas, 1999; Levenson
et. al., 1999; Chamas et. al., 1999).

Estudos mostram que o nivel de 5-HT no sangue ¢ elevado em animais apds situacdes
de intenso estresse tais como imobilizagdo, exposicdo ao sol e natacdo for¢ada (Chamas
et. al., 1999). Traumas ao cérebro e a espinha dorsal induzem um profundo aumento de 5-HT
no sangue. Um aumento de 5-HT no sangue ¢ também encontrado em uma variedade de
doencgas neuroldgicas. A significdncia de tais aumentos para a fungdo e a estrutura do SNC
ndo esta clara. Contudo, a 5-HT ¢ uma das aminas vasoativas mais potentes e pode induzir
vasoconstricdo em vasos cerebrais, aumentar a permeabilidade microvascular levando ao
edema e mudangas celulares (Winkler et. al., 1995; Wu et al., 1998; Schmitt et al., 2003).

Parece razoavel que elevados niveis de 5-HT no sangue podem influenciar a funcao
cerebral por causarem um comprometimento da BHE (Winkler et. al., 1995), uma vez que
grande niimero de componentes vasoativos, como leucotrienos, bradicinina e analogos, acido
araquidonico, histamina e poliaminas, aumenta a permeabilidade da BHE em condigdes
patologicas tais como tumores cerebrais, isquemia, e trauma (Black, 1995). Os capilares
cerebrais patologicos parecem perder sua habilidade em resistir aos efeitos vasoativos desses
compostos; em contraste, em capilares cerebrais normais somente altas doses tém efeitos
sobre a permeabilidade da BHE (Duport et al., 1998; Baba et al., 1991; Raymond et al., 1986;
Brightman, 1977).

Contudo, o cérebro de mamiferos parece se defender do excesso de 5-HT (e de outras
aminas) que escapam da fenda sindptica, bem como modular seu fluxo através da BHE.
Trata-se do transportador de cations organicos (OCT) extraneural (Wu et al., 1998; Schmitt et
al., 2003). Os transportadores catidonicos organicos (OCTs) foram inicialmente descritos como
eliminadores cationicos em tecidos tais como o figado e o rim (Wu et al., 1998; Schmitt
et al.,2003).

Dois tipos distintos de sistemas de transportes cationicos tém sido identificados:
um sistema de transporte potencialmente sensitivo, que provavelmente faz a mediagdo da
entrada de cations organicos do sangue para as células, ¢ um sistema de transporte dependente
do gradiente, que provavelmente faz a mediacao da saida de cations organicos de suas células.
Uma acgdo em conjunto destes dois tipos de sistemas resulta numa transferéncia vetorial de
xenobioticos e endobioticos cationicos do sangue para o fluido luminal nas células tubulares
renais ou do sangue para a bile através dos hepatdcitos. Um mecanismo semelhante ¢ também
percebido operando na eliminacdo destes componentes no epitélio intestinal e no
sinciciotrofoblasto da placenta (Wu et al., 1998).

Até o momento, trés diferentes transportadores catidnicos organicos potencialmente
sensiveis e diferentes entre si (OCTs) tém sido clonados e caracterizados. Por “northern blot”,
foi mostrado que OCT1 e OCT2 sdo expressos, primariamente, no figado e no rim, e numa
extensdo menor, em outros tecidos, inclusive intestinos. No cérebro, a expressdo OCT1 tem
sido detectada at¢é o momento somente pela reacdo em cadeia da polimerase reversa
(RT-PCR), enquanto que 0 RNAm de OCT3 tem sido detectado pela analise “northern blot”
no cérebro, no intestino, no rim, na placenta e em vérios outros tecidos (Schmitt ez a/., 2003).

O OCTS3, tanto de ratos como humanos, tem a capacidade de transportar monoaminas,
inclusive 5-HT, in vitro (Wu et al., 1998). Foi proposto, baseando-se em pardmetros cinéticos,
no perfil inibidor e em padrdes de expressdo, que o OCT3 ¢é o “uptake” 2, o tdo conhecido
sistema de transporte monoamina extraneural. Contudo, a respeito do termo extraneural,
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o OCT3 foi encontrado expresso nos principais neuronios da formagdo do hipocampo e nos
corpos celulares das células de Purkinje no cerebelo, conforme foi avaliado in situ por
hibridizacdo (Wu et al., 1998). De forma semelhante a OCT3, o OCT1 também ¢ capaz de
transportar 5-HT e outras monoaminas através das membranas plasmaticas. Assim, OCTI e
OCT3 tém, provavelmente, um papel crucial a desempenhar no que tange a manutencao da
homeostase de neurotransmissores e de neurotoxinas catidnicas no cérebro (Schmitt
et al.,2003).

O transportador de 5-HT (5-HTT) (“uptake 2”, OCT3) tem um papel essencial no
controle da concentragdo extracelular de SHT via captacdo de alta afinidade. A liberagdo de
SHT dos terminais serotoninérgicos ¢ seletivamente recaptada da fenda sinéptica até estes
terminais via 5-HTT (Schmitt ez al., 2003).

O OCT3 ¢ de relevancia fisiologica e farmacologica para o metabolismo das
catecolaminas. A identidade molecular deste sistema de transporte ainda nao foi estabelecida.
As caracteristicas distintas do OCT3 incluem a habilidade de transportar catecolaminas de
uma maneira independente de sodio e cloreto, a interagdo com uma variedade de cations
organicos, a dependéncia do potencial de membrana como uma forga propulsora, a inibicdo de
esterdides e a expressdo em uma grande variedade de tecidos. O sistema OCT3 ¢
de relevancia fisiologica e farmacologica para o metabolismo de catecolaminas (Wu et al.,
1998).

O OCT3 tem sido implicado em vérias desordens psicoterapicas, porque ¢ alvo de
antidepressivos, tais como a imipramina e fluoxetina, ¢ de drogas de abusos, incluindo
metanfetamina e cocaina (Schmitt ez al., 2003). Além disso, polimorfismos do gene promotor
do OCT3 tém sido associados a susceptibilidade a desordens afetivas (Meltzer e Lowy, 1987).

As caracteristicas do transporte e a sensibilidade esteroidal de OCT3 fornecem forte
e inequivoca evidéncia da expressdo e da distribuicao regido especifica deste transportador no
cérebro (Wu et al., 1998).

A BHE as aminas biogénicas ndo ¢ totalmente desenvolvida em neonatos de galinhas,
até trés ou quatro semanas ap0s a eclosdo. Entretanto, animas biogénicas penetram no SNC de
mamiferos imaturos e aves. Além disso, por administra¢do parenteral, a 5-HT e outras aminas
biogénicas penetram no cérebro de galinhas neonatas. Em contraste, a BHE de mamiferos
adultos vem sendo considerada impermeavel a 5-HT (Hanig e Seifter, 1970).

A participacao do sistema serotoninérgico cerebral na regula¢do da saciedade e apetite,
em mamiferos, vem sendo amplamente aceita na literatura, com muitos temas referentes a
estudos em roedores (Blundell, 1984; Curzon, 1990; 1991). Em 2005, Reis e colaboradores
indicaram evidéncias do envolvimento do sistema serotoninérgico na regulagdo do
comportamento alimentar em codornas (Coturnix japonica). Nesse estudo, foram usados
procedimentos experimentais cldssicos, i.e., suplementacdo da dieta com L-TRP e injecdes
intra celomaticas L-HTP, que sdo os precursores inicial e imediato, respectivamente, da
sintese de 5-HT neural (Tyce, 1990). Incidentalmente, foram observados comportamentos
“sleep-like” que despertaram o interesse na investigacdo da permeabilidade da BHE a 5-HT
nessas aves.

Desde que a administragdo de 5-HT em galinhas neonatas resultou em sono,
investiga-se de que forma esse comportamento esta associado com a elevagdo dos niveis
cerebrais de 5-HT feito pela sua penetragdo no cérebro e suas varias subdivisdes (Hanig
etal., 1970).

As informagdes sobre o sono nas aves foram principalmente realizadas em pombos e
galinhas, onde padrdes de sono semelhantes aos observados em mamiferos sdo descritos.
Apesar de existirem estudos sobre outras espécies de aves, estes estudos sdo
significativamente escassos considerando-se a grande quantidade de espécies vivas (Kavanau,
1997).
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Estudos de imunoreatividade da serotonina em pombos (Challet et al., 1996)
e galinhas (Ikeda e Gotoh, 1971) revelaram que a organizacdo do sistema serotoninérgico
aviario ¢ marcadamente similar ao sistema serotoninérgico de mamiferos, o qual vem sendo
demonstrado como efetor de um importante papel na regulacdo do sono (Levine
e Jacobs, 1992; Cespuglio, et al., 1992; Data e Siwek, 1997). Poucos experimentos
farmacologicos t€ém examinado a regulagdo do sono em aves (Bobbo et al., 2002; Mascetti e
Vallortigara, 2001; Huh et al., 1978); entretanto, seus resultados indicam que o sistema
serotoninérgico estd envolvido nessa regulacao.

Em galindceos, uma seqiiéncia de comportamentos estereotipados ¢ frequente quando
as aves se preparam para o descanso. Essa seqiiéncia se reproduz em condigdes laboratoriais,
com facilidade, mediante adaptagdo dos animais as condi¢des de confinamento, alimentacao
¢ iluminac¢do, denominada aclimatagao.

Alguns desses comportamentos tém a participacdo do sistema serotoninérgico, como
por exemplo, o bocejo (Argiolas e Melis, 1998). O bocejo tem sido descrito desde
a antiguidade. Hipdcrates descreveu o bocejo como uma exaustdo de gases antes da febre.
A medicina moderna ndo deu muita aten¢do ao bocejo até os anos oitenta, com avangos na
neurofarmacologia (Daquin ef al., 2001).

Bocejar ¢ um fendmeno facilmente observado e quantificavel. Assim, o conhecimento
de transmissores ¢ mecanismos envolvidos com o bocejo permite uma investigagdo sobre
drogas mais eficientes que possam modificar o bocejo e as patologias nas quais o bocejo ¢é
anormal (Greco et al., 1993).

O bocejo ¢ um evento fisiologico estereotipado, relacionado ao sono que ocorre com
elevada freqiiéncia em humanos e animais (Hadidian, 1980). Pode ser observado nao somente
em mamiferos, mas também em aves e em espécies de répteis. Isso sugere que o bocejo ¢ um
vestigio ancestral que sobreviveu ao longo da evolugdo e que ocorre quando a atengdo ¢ baixa
e o despertar/estar alerta precisa ser aumentado (Kavanau, 1997; Matsumoto et al., 1989;
Greco et al., 1993; Heusner, 1946).

Esse comportamento ¢ caracterizado por uma abertura da boca seguida, por longa
inspiragdo, curta expiragdo e¢ fechamento da boca; se parece com os reflexos classicos, porque
uma vez iniciado o padrdo motor especifico, o bocejo se completa com o minimo
de influéncia de “feed back” sensorial. Contudo, o bocejo ndo ¢ somente um reflexo de curta
duracdo, mas tem uma complexa organizacdo espago-temporal com componentes faciais,
respiratorios e outros. Suas fungdes fisiologicas sdo desconhecidas, apesar de estimulos
fisiologicos internos poderem evocar bocejos espontaneos; sabe-se que a troca de O,-CO; fica
aumentada no pulmio e que normaliza a pressdo interna do ouvido, no alongamento facial,
como foi sugerido por Heusner, em 1946.

Em humanos, este comportamento estereotipado pode ser facilmente deflagrado no
instante em que se v&€ uma pessoa bocejando (o bocejo ¢ “contagioso”), ou simplesmente por
ler sobre este ou pensar acerca deste, ou por estar envolvido em tarefas entediantes.
Sua maior ocorréncia ¢ ao se ir para cama ou no despertar e em outros momentos e situagdes
cansativas do dia (Schino e Aureli, 1989; Lal ef al., 1987). O bocejo também podera ser
observado em outras circunstincias, por exemplo, antes de comer, em presenca de nausea,
cinese, tumores cerebrais ou lesdes, hemorragias e encefalite, ou apdés manipulagdes
neurofarmacolégicas severas (Greco et al., 1993).

O bocejo esta sob o controle de varios neurotransmissores e neuropeptideos em nivel
central (Tabelas 6 e 7). Destes, os mais conhecidos sdo a adrenocorticotropina (ACTH),
a-horménio estimulador de melanécitos (a-MSH) e peptideos relacionados, acetilcolina,
dopamina, 5-HT, aminoacidos excitatorios, 6xido nitrico (NO), ocitocina, GABA e peptidios
opioides (Argiolas et al., 2000; Melis, et al., 1989; 1996; Doger et al., 1989).
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Tabela 6: Efeitos de neurotransmissores de mamiferos que influenciam o bocejo agindo em
nivel central

Neurotransmissores que influenciam o bocejo

Neurotransmisso Efeito sobre ~ Receptor Area cerebral Sistemas neurais
r envolvido envolvida envolvidos
o bocejo
Dopamina Facilitatorio D2 PVN, CN, Se Incertohipotalamico,
nigrostriatal
Serotonina Facilitatorio 5-HT2C Nao conhecidas Nao conhecidos
Inibitorio 5-HT1A Nao conhecidas Nao conhecidos
Inibitorio 5-HT2 Nao conhecidas Nao conhecidos
Acetilcolina Facilitatorio MI1, M2 HI, outras Septo hipocampal
Aminoacidos Facilitatorio NMDA PVN Nao conhecidos
excitatorios
Oxido nitrico  Facilitatorio n.a. PVN Ocitocinérgico
GABA Inibitorio GABA-B  Naio conhecidas Nao conhecidos
Noradrenalina  Facilitatorio o Nao conhecidas Nao conhecidos
Inibitorio B Nao conhecidas Nao conhecidos

PVN: nucleo paraventricular do hipotdlamo; HI: hipocampo; CN: nucleo caudado;
Se: septum.
Modificado de: Argiolas e Melis, 1998.
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Tabela 7: Efeitos de neuropeptideos que influenciam o bocejo agindo em nivel central

Neuropeptideos que influenciam o bocejo

Neuropeptideo Efeito sobre Receptor envolvido Area cerebral
0 bocejo envolvida

ACTH/MSH peptideos Facilitatorio n.a. HY

Peptideos opidides Inibitorio I1 PVN, outros

Ocitocina Facilitatorio Tipo uterino PVN, HI, MO, ponte

Neurotensina Inibitorio n.a. n.a.
LH-RH Inibitorio n.a. n.a.
Prolactina Facilitatorio n.a. CN

ACTH-MSH: hormoénios estimulantes do cortex da adrenal e do melandcito;
LH-RH: horménio de liberagdo das gonadotrofinas; PVN: nucleo paraventricular
do hipotalamo; HI: hipocampo; HY: hipotalamo, CN: nucleo caudado; MO: medula oblonga.
Modificado de: Argiolas e Melis, 1998.

Evidéncias experimentais recentes mostram que o bocejo € a erecdo peniana também
podem ser induzidos em ratos machos por farmacos que modificam a transmissao
da 5-HT, em especial, agonistas do receptor 5S-HT1C (Stancampiano et al., 1994).

Além disso, também foi mostrado que m-clorofenilpiperazina (mCPP), um metabolito
do trazodone, age em ambos os receptores 5-HT1B e 5-HT2C (Gleeson et al., 1992),
induzindo bocejo. Entretanto, no decorrer de estudos sobre S 14506, um agonista 5-HT1A
altamente potente, foi observado inibi¢do do bocejo induzido por apomorfina (Protais,
etal., 1995).

A quipazina foi originalmente descrita por agir como um agonista serotoninérgico em
varias preparagdes de musculo liso; entretanto, também pode agir como um antagonista da
5-HT em certas preparagdes de ganglios e de musculo liso (Trulson et al., 1982).

A quipazina vem sendo descrita como tendo multiplos efeitos no sistema
serotoninérgico central, incluindo uma estimulacdo direta nos receptores 5-HT3/2A/2C
(Valencia-Flores ef al., 1990), inibicao da recaptagdo de 5-HT e inibicdo da MAO, bem como
diminui¢do na sintese e “turnover” da 5-HT. Estes ultimos efeitos sdo considerados
secundarios a uma agdo primaria de aumento na atividade funcional no sistema
serotoninérgico central por ativagdo direta do receptor.(Trulson ef al., 1982).

Interessantemente, a serotonina vem sendo implicada na mediagdo de todos esses
processos comportamentais. O interesse em conduzir esse estudo foi baseado na importante
participacdo em mecanismos do sono atribuida a 5-HT por muitos pesquisadores (Jouvet,
1999; Fuchs et al., 2006, Oswald, 1968).
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MATERIAIS E METODOS

Animais usados e procedimentos experimentais

Foram usadas codornas machos (Coturnix japonica) pesando 130-175g, (trés a quatro
meses de idade). As aves foram mantidas em gaiolas individuais sob controle do ciclo
claro:escuro (luz acesa as sete horas e luz apagada as 19 horas) e foi oferecido agua e ragdo
ad libitum.

Trés séries de estudos foram feitas. Primeiramente, foi administrado 5-HT nas doses
zero, 250, 500 e 1.000 pg.kg', sc (N =9 para cada grupo). Numa segunda série de estudos,
salina isotonica (0.1 mL/100 g) ou antagonistas dos receptores serotoninérgicos 5-HT2C,
Ly53857 e 5-HT2A/2C, quetanserina (3 mg.kg"', sc, para ambas as drogas) foram
administrados 30 minutos antes da salina ou 5-HT (500 pg.kg”, sc) (N = 7 para cada grupo).
Em uma terceira condi¢cdo, salina ou o antagonista serotoninérgico, quetanserina
(3 mgkg', sc) foram administrados 30 minutos antes do agonista serotoninérgico
5-HT3/2A/2C, quipazina (5 mgkg', sc). Os grupos salinatsalina, salina+quipazina
€ quetanserina+quipazina foram constituidos por sete, dez e sete aves, respectivamente.

SERIES DE ESTUDOS:

12 série: N = 9 para cada grupo

Grupo 1: 5-HT na dose zero ug.kg'l, sc 30 minutos
Grupo 2: 5-HT na dose 250 pg.kg'l, sc 30 minutos
Grupo 3: 5-HT na dose 500 ug.kg'l, sc 30 minutos

Grupo 4: 5-HT na dose 1000 ug.kg'l, sc ‘ 30 minutos ‘

22 gérie: N = 7 para cada grupo

Grupo 1:

salina isotdnica (0.1 mL/100 g) , sc F 30 minutos

+ salina isotonica (0.1 mL/100 g) , sc 30 minutos ‘
Grupo 2:

salina isotdnica (0.1 mL/100 g) , sc 30 minutos ‘

+ 5-HT (500 ug.kg'l, sC) ‘ 30 minutos ‘

Grupo 3:

antagonista do receptor 5-HT2C, LY 53857, (3 mg.kg'1 sC) ‘ 30 minutos

+ 5-HT (500 pgke L, sc) 30 minutos ‘
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Grupo 4:

antagonista do recptor 5-HT2A/2C, quetanserina (3 mg.kg'l, sc) ‘ 30 minutos
+ 5-HT (500 peke !, sc) ‘ 30 minutos ‘

32 série

Grupo 1: N=10

salina isotdonica (0.1 mL/100 g) , sc 30 minutos L
+ agonista 5-HT3/2A/2C, quipazina (5 mg.kg'l, sC) 0 minutos

Grupo 2: N=7
quetanserina (3 mg.kg'l, sC) 30 minutos ‘
+ quipazina (5 mg.kg'l, sc) 30 minutos ‘

Drogas

As seguintes drogas foram utilizadas: serotonina (3-[aminoetil]-5-hidroxiindol, sulfato
de creatinina complexo), quipazina (2-[piperazinl]-quinolina, maleato sal), quetanserina
(3[2-{4-[4-fluorobenzoil]-1-piperidinil } etil]-2,4[ IH.3H]-quinazolinediona,  tartarato  sal)
provenientes da Sigma, St. Louis, U.S.A. e Ly53857 (6-metil-1-[1-methilethil]-ergolina-
carboxilico acido), adquirido da Eli Lilly Company, Indianapolis, U.S.A.

Analises comportamentais

Foram feitas observagdes comportamentais durante 30 minutos imediatamente apds a
administracdo de 5-HT ou quipazina. As seguintes respostas comportamentais foram
observadas: ericamento das penas, movimentos orais rapidos, agachamento, piscadelas e
fechamento dos olhos. Essas reagdes sdo tipicas da fase de sonoléncia e elas precedem
o periodo de comportamentos “sleep-like” no qual as aves permanecem com os olhos
fechados.

Analises estatisticas

Dados das freqiiéncias de ericamento das penas, movimentos orais rapidos
e piscadelas foram analisados por ANOVA “one-way” e Neuman-Keuls como pos-teste.
O teste T-Student ndo pareado foi usado para comparar as médias entre dois grupos
de comportamentos. As analises foram feitas com o “software” Graph Pad Prism (versdo 4,
Inc., San Diego, USA).Os dados foram considerados significantes quando p <0.05.
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RESULTADOS

A 5-HT injetada sistemicamente estimulou o desenvolvimento de um estado
hipnogénico. Primeiramente, as aves mostraram movimentos orais rapidos alternados
por erigamento e tremores das asas, seguidos por episddios de piscadelas e fechamento
dos olhos. A fase de movimentos orais rapidos foi precedida por um curto periodo de
“gaping”, uma caracteristica padrao do bocejo. Durante a fase de estado semelhante ao sono,
as aves persistentemente ficaram paradas por periodos de dois a 20 minutos.

Com uma dose de 250 ugkg', as aves apresentaram erigamento, “gaping”,
movimentos orais rapidos, piscadelas e raramente elas pararam ou dormiram. Com a dose
de 500 pg.kg', as aves aumentaram a freqiiéncia de erigamento, movimentos orais rapidos,
piscadelas e 50% delas pararam continuadamente com palpebras fechadas por dois a oito
minutos. Na dose de 1,000 ug.kg™”, as aves expressaram todos os estagios de preparagio para
0 sono, mas em uma freqiiéncia menor que das aves tratadas com doses menores. Entretanto,
100% delas dormiram antes e persistiram com olhos fechados por um periodo de cinco a
20 minutos.

O tratamento com o antagonista 5-HT2C, LY53857, 3 mgkg', reduziu,
significativamente, as freqiiéncias de ericamento e movimentos orais rapidos induzidas pela
5-HT, 500 pgkg' (p <0.05) mas, sem afetar os episodios de piscadelas e fechamento
dos olhos (Figura 1.2). Nessa condi¢do, os curtos episodios de “gaping” que foram expressos
antes dos movimentos orais rapidos foram abolidos. Por outro lado, o antagonista
5-HT2A/2C, quetanserina, 3 mg.kg"', foi inefetivo para todos os paridmetros analisados
(Figura 1.3).

O tratamento com o agonista 5-HT3/2A/2C, quipazina, 5 mgkg™', induziu
hipomotilidade em todas as aves durante 15 a 28 minutos com laténcia de 0,5-3 minutos.
Um estado semelhante ao sono foi manifestado durante o periodo de observagdo, no qual
as aves permaneceram com seus bicos abertos por um longo tempo. Episodios de movimentos
cloacais e fechamento dos olhos foram freqiientes durante as observacdes. Similarmente
a 5-HT, a quipazina causou um aumento nas freqiiéncias de ericamento, movimentos orais
rapidos e piscadelas (Figura 1.4).

O tratamento prévio com quetanserina reduziu as freqiiéncias dos movimentos orais
rapidos e dos erigamentos significativamente, mas foi inefetivo para a resposta de piscadelas
(P <0.05) (Figura 1.4). Além disso, a quetanserina suprimiu a resposta de “gaping” e ndo
modificou a hipomotilidade e os movimentos cloacais.
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Figura 1.2: Frequéncia de comportamentos associados a reagdes ‘“‘sleep-like” induzidos
por 5-HT e apds tratamento prévio com antagonista 5-HT2C, LY53858 em codornas.
Resultados expressos em média + erro padrao. *p<0,05 comparados com o grupo salina+5-
HT.
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Figura L.3: Frequéncia de comportamentos associados a reagdes ‘“‘sleep-like” induzidos
por 5-HT e apos tratamento prévio com antagonista 5-HT2A/2C, quetanserina. Resultados
expressos em média =+ erro padrdo. *p<0,05 comparados com o grupo salina+5-HT.
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Figura 1.4: Frequéncia de comportamentos associados a reacdes ‘“‘sleep-like” induzidos
por agonista 5-HT2A/2C, quipazina e apds tratamento com antagonista S5-HT2A/2C,
quetanserina. Resultados expressos em média + erro padrdo. *p<0,05 comparados com o
grupo salina+5-HT.
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A tabela 8 relaciona a incidéncia de outros padrdes de comportamentos apresentados
durante o estado “sleep-like” induzidos pela 5-HT e quipazina comparativamente as suas
combinagdes com antagonistas.

Tabela 8: Incidéncia de outros padrdes de comportamentos apresentados durante o estado
“sleep-like” induzidos pela 5-HT e quipazina e suas combinagdes com antagonistas.

Comportamentos
Tratamentos | Bocejo Movimento Hipomotilidade Bicar Hipotonia Fechamento
cloacal do dos olhos
pescogo
Salina + - - - +++ _ _
Salina
Salina + ++ ++ -+ + - -+
5-HT
LY53857 + - - ++ + - -+
5-HT
Quetanserin - - +++ ++ - -
a+
5-HT
Salina + FH -+ -+ - ++ -+
Quipazina
Quetanserin - +++ -+ + - ++++
a-+
Quipazina

29



DISCUSSAO

Vem sendo evidenciado que aminas, particularmente a 5-HT, permeiam pobremente
a BHE em mamiferos (Cooper et al., 1996). Ao contrario, cérebros de mamiferos devem
desenvolver mecanismos de defesa contra a excessiva concentragdo de 5-HT extracelular
(Wu et al., 1998; Schmitt et al., 2003). Em estudo prévio foi demonstrado pela primeira
vez que a 5-HT administrada perifericamente permeia a BHE em codornas (Reis ef al., 2005).

No presente estudo, evidéncias comportamentais e neurofarmacoldgicas dessa resposta
foram investigadas. A seqliéncia de comportamentos mostrada pelas codornas
foi caracterizada por reagdes hipnogénicas tipicas dos galindceos (Ayala-Guerrero
et al., 2003). Os episddios de sonoléncia apresentaram laténcia menor que dois minutos.
Aspectos dessa seqiliéncia durante o sono natural foram descritos em perus (Ayala-Guerrero
et al., 2003). Entretanto, esses autores se interessaram nas andlises eletrofisioldgicas do sono,
ndo abordando o tempo de curso dos eventos comportamentais e autonomicos.

Somente um estudo investigou a permeabilidade da BHE & 5-HT no género
dos galinaceos, Hanig et al., 1970. Nesse trabalho, inje¢des parenterais com altas doses
de 5-HT (8 mg.kg") causaram um aumento no seu conteudo no tronco encefalico de galinhas
neonatas. O aumento da permeabilidade da BHE a 5-HT foi -correlacionado
com sua conversdo a acido5-hidroxiindol acético no tronco encefélico e respostas “roosting”.
O “roosting” ¢ um comportamento caracteristico, que € expresso durante a alternancia entre
sono e vigilia, entretanto, outros comportamentos ndo foram relatados.

Nesse estudo, a administragdo prévia do antagonista 5-HT2C, LY53857, reduziu
a freqiiéncia de episddios de ericamento das penas e movimentos orais rapidos, entretanto,
ele ndo interferiu nas respostas de piscadelas e fechamento dos olhos.

Em mamiferos, o bocejo ¢ um dos estagios preparatdrios para o sono (Daquin
et al., 2001). Essa reagdo possui um componente serotoninérgico, bloqueado por antagonista
5-HT2C em ratos (Stancampiano et al., 1994; Protais et al., 1995; Argiolas and Melis, 1998;
Beale and Murpree, 2000; Daquin et al., 2001). Movimentos orais rapidos e “gaping” foram
observados em todas as aves antes do estado “sleep-like”, similarmente ao bocejo
em mamiferos. O comportamento semelhante ao bocejo (“yawning-like”) induzido pela
quipazina foi completamente bloqueado pelo antagonista 5-HT2A, quetanserina. Essas
observagdes sdo similares aquelas relatadas em gatos (Trulson et al., 1982). Esses autores
descreveram uma supressdo da resposta de “gaping” evocada pela quipazina apds
pré tratamento com o antagonista 5S-HT2A, metisergida e cinanserina.

Movimentos orais rdpidos foram considerados como expressdes dependentes
da ativagdo de receptores 5-HT2C e 5-HT2A. De fato, essa resposta representa
um componente associado ao comportamento “yawning-like” induzido por 5-HT e quipazina.
Os movimentos orais rapidos sdo acompanhados por atividade motora sincronizada da cloaca
durante o estagio preparatorio para o sono. Esses comportamentos se alternam com “gaping”,
conseqiientemente, ambos sdo componentes do bocejo. Movimentos orais rapidos induzidos
por 5-HT foram novamente suprimidos pelo LY53857, enquanto aqueles evocados
por quipazina foram somente atenuados pela quetanserina. A esse respeito, deve-se considerar
que a quetanserina liga-se preferencialmente ao 5-HT2A em comparagcdo aos receptores
5-HT2C (Lopez-Giménez et al., 2001; Glennon et al., 2002).

Outras reagdes comportamentais evocadas pela 5-HT, ou seja, erigamento das penas,
piscadelas e fechamento dos olhos possivelmente requerem a ativagdo de receptores
5-HT2C. Entretanto, a participagdo de receptores 5-HT2A ndo teve sucesso porque
administracdo prévia de quetanserina ndo alterou qualquer resposta induzida pela 5-HT.
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A longa duracdo da acdo central da 5-HT pode representar uma dificuldade
no transporte e “clearence” metabdlica da indolamina em codornas. Futuras investigagdes
precisam examinar essa questdo. Talvez exista, em codornas, uma deficiéncia no transporte
extraneural de 5-HT ao aumento da sua concentragao cerebral. Evidéncias recentes mostraram
um aumento na permeabilidade da BHE a 5-HT em ratos anestesiados. Nessa condi¢do,
infusdo intravenosa de 5-HT diminui a amplitude do eletroencefalograma que ¢ prevenida
pelo agonista 5-HT2, ciproheptadina. Esse efeito parece ser dado pela sua habilidade
de penetrar no cérebro por induzir um curto periodo de quebra na BHE, possivelmente
via receptores 5S-HT2. (Black, 1995; Winkler et al., 1995)No presente estudo, a administragao
de antagonistas 5-HT2C reduziu a freqliéncia de algumas respostas induzidas
por via parenteral enquanto tratamento com antagonistas 5S-HT2A foram sem efeito. Isso pode
significar que esses antagonistas ndo afetam a permeabilidade da BHE a 5-HT.
Conseqiientemente, postulou-se que antagonistas 5-HT2C inibem os efeitos da 5-HT por
bloquearem os receptores localizados dentro da BHE.

Devido a clara influéncia da 5-HT circulante (ap6s administracdo sistémica)
na inducdo de um estado “sleep-like” em codornas, seu mecanismo funcional precisa
ser elucidado. O objetivo do presente trabalho ndo foi analisar os padroes do sono
em codornas nem estabelecer correlacdo filogenética com comportamentos do sono
de mamiferos. Conseqiientemente, futuros estudos precisam investigar as propriedades
fisioldgicas do sono em codornas. Adicionalmente, serdo necessarios estudos para elucidar
as agdes serotoninérgicas naturais concernentes a ativagdo de mecanismos autondmicos
e somaticos para iniciacdo e estimula¢do do sono em codornas, ou seja, ericamento das penas,
piscadelas e fechamento dos olhos.
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CONCLUSAO

Receptores 5-HT2C e 5-HT2A, em codornas, preservam caracteristicas semelhantes
aos de mamiferos, uma vez que a serotonina € quipazina tiveram suas respostas bloqueadas
por LY53857 e quetanserina.
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CAPITULO 11

Niveis Plasmaticos Noturnos de Melatonina em Codornas (Coturnix japonica)
Injetadas com L-5-hidroxi-triptofano
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RESUMO

Este trabalho objetivou demonstrar a influéncia da administracdo sistémica
de L-5-hidroxi-triptofano (L-HTP) sobre os niveis plasmaticos de melatonina durante
o periodo noturno em codornas. Ao longo do periodo claro, os niveis plasmaticos
de melatonina ndo diferiram significativamente, oscilando entre 110,2 + 15,8 pg.mL’
e 1574 + 34,8 pgmL’, de 8 as 16 horas. L-HTP (25 mgkg” , via intracelomatica),
administrado as 18 horas atenuou significativamente a elevagdo noturna dos niveis
plasmaticos de melatonina (controles, 327,3 + 20,1 € 315,8 + 20,9 pg.mL™" vs. 242,1 + 24,8
e 217,5 + 21 pg.mL™" , respectivamente, as 20 e 24 horas, P < 0,05). Os resultados obtidos
mostraram que a administracdo de L-HTP reduziu a liberagdo noturna de melatonina,
possivelmente por suscitar um aumento da sintese e liberacdo sinaptica de serotonina
na pineal. Portanto, a transmissdo serotoninérgica da rafe para a pineal constituiria
um mecanismo de modulagdo da sintese e/ou liberagao de melatonina em codornas.

Palavras-chave: melatonina, L-5-hidroxi-triptofano, Coturnix japonica.
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ABSTRACT

This study aimed to demonstrate the influence of the systemic administration of 1-5-hydroxy-
tryptophan (L-HTP) on the plasma levels of melatonin during the dark period in quails.
Throughout daylight, the plasma levels of melatonin did not differ significantly, oscillating
between 110,2 + 15,8 pg.mL' and 157,4 + 34,8 pg.mL’, from 8 to 16 hours. L-HTP
(25 mg.kg", through the intracelomic route) administered at 8 hours lessened significantly
the nocturnal increase of the plasma levels of melatonin (controls, 327,3 + 20,1 e 315,8 +
20,9 pg.mL™ vs. 242,1 + 24,8 ¢ 217,5 + 21 pg.mL™, respectively, at 20 and 24 hours,
P < 0.05). The results obtained showed that the administration of L-HTP reduced
the nocturnal melatonin release, possibly by bringing about an increase in serotonin synthesis
and synaptic release in the pineal. Therefore, the serotoninergic transmission from the raphe
towards the pineal would constitute a mechanism of modulation of the synthesis
and melatonin release in quails.

Keywords: melatonin, L-5-hydroxy-tryptophan, Coturnix japonica.
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INTRODUCAO

A melatonina ¢ uma indolamina neuro-hormonal sintetizada pela glandula pineal,
localizada na rafe diencefalica (Hadley, 1996). A sintese da melatonina é dependente do ritmo
da liberagdo de norepinefrina por neuronios pds-ganglionares projetados do ganglio cervical
superior. A estimulacdo noradrenérgica dos pinealdcitos ¢ feita por uma excitagdo retiniana
por auséncia de luz, conseqiientemente, a glandula pineal ¢ considerada um transdutor
foto-neuroenddcrino.

A sintese da melatonina ¢ iniciada através do seu precursor, L-triptofano (L-TRP),
apos sua captacdo pelos pinealocitos. O L-TRP ¢ convertido em L-5-hidroxi-triptofano
(L-HTP) pela enzima L-triptofano hidroxilase (TPO). A enzima L-5-hidroxi-triptofano
descarboxilase (L-HTPD) age no L-HTP, produzindo 5-HT, que ¢ convertida a N-acetil-
serotonina, catalizada pela N-acetil-transferase (NAT) cuja atividade ¢ muito aumentada
durante o ciclo noturno. A N-acetil-serotonina ¢ O-metilada pela hidroxindol-
O-metoxitriptamina (HIOMT) para produzir a N-acetil-5-metoxitriptamina (melatonina)
(Hadley, 1996; Foulkes et al., 1997; Natesan et al., 2002)

Nesse estudo, foi investigada a influéncia da administra¢do sistémica de L-HTP
nos niveis plasmaticos de melatonina durante o periodo noturno. Esse modelo experimental
¢ amplamente usado para avaliar a produgdo cerebral de serotonina e o aumento subseqiiente
da transmissdo serotoninérgica (Fernstrom, 1983; Badaué-Passos et al., 2003; Reis
et al., 2005). A TPO ¢ considerada uma enzima controladora da velocidade da sintese
de serotonina em neurdnios serotoninérgicos (Tyce, 1990; Boadle-Biber, 1993).
A administragdo de precursores da serotonina (e entdo levando a sintese de melatonina)
tem dado margem a resultados controversos: alguns autores encontram aumento, € outros
diminui¢do, da melatonina sistémica ou glandular (Namboodiri et al., 1983; Sugden
et al., 1985; Cavallo et al., 1987; Reiter et al., 1990; McIntyre and Oxenkrug, 1999 ; Nathan
et al., 1998; Steardo et al., 2000; Huether et al., 1993). Entretanto, esses modelos ndo foram
empregados em aves para avaliar o efeito dos precursores serotoninérgicos na sintese
de melatonina.
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REVISAO DE LITERATURA

Hé4 muita especulacdo sobre o papel da glandula pineal humana e seu hormonio
melatonina na saiude ¢ na doenga (Pontes et al., 2006; Cos et al., 1998; Reiter, 1992, 1998;
Reiter et al., 2007; Garcia et al., 1997; Karasek e Winczyk, 2006; Hardeland e Poeggeler,
2003). Muitos autores tém relacionado essa glandula com fungdes pituitaria-hipotalamicas
e com desordens afetivas (Karasek e Winczyk, 2006; Cavallo et al., 1987).

A melatonina ¢ sintetizada do L-triptofano, que é convertido sequencialmente para
S-hidroxitriptofano (L-HTP), 5-HT, N-acetil serotonina, e, finalmente, melatonina.
A conversdo de 5-HTP para serotonina ¢ dependente da L-aminoacido descarboxilase
(L-HTPD), uma enzima que ndo ¢ considerada limitadora da via. A sintese de melatonina
a partir da serotonina ¢ dependente da N-acetil transferase (NAT), uma enzima que parece
ser um fator limitante da sintese de melatonina (Karasek e Winczyk, 2006; Cavallo
etal., 1987).

Em mamiferos, a glandula pineal produz e libera melatonina em um ritmo circadiano,
com o0s maiores niveis ocorrendo durante a noite (Zhdanova, 2005; Karasek e Winczyk,
2006). Um oscilador central localizado no nucleo supraquiasmatico hipotaldmico direciona
a elevacdo noturna da liberacdo de norepinefrina (NE) de terminagdes nervosas simpaticas
projetadas do ganglio cervical superior para a glandula (Karasek e Winczyk, 2006). Durante
a fase escura, o aumento da liberacdo de NE leva, via estimulagdo de Bl-adrenoceptores,
a um aumento dos niveis intracelulares de cAMP, que por sua vez ativam a N-acetiltransferase
(NAT), a enzima limitadora da via, controlando a sintese de melatonina (Karasek e Winczyk,
2006). Além disso, a estimulacdo do al-adrenoceptor, que ativa a via do fosfoinositol
¢ aumenta a concentragdo intracelular de calcio, ¢é conhecidamente envolvida
na potencializacdo dos efeitos estimulatorios do f1-adrenoceptor (Nathan et al., 1998; Steardo
et al., 2000).

Até o presente momento, ha crescentes evidéncias sugerindo que, adicionalmente
a modulacdo noradrenérgica, a funcdo da pineal estd sobre um controle mais complexo, pois
relatos t€m revelado que multiplos receptores para aminoécidos, peptideos, e aminas
biogénicas, além da NE, estdo localizados nos pinealocitos de mamiferos (Steardo
et al., 2000).

Até agora, ndo se conhece completamente o papel desses receptores. Contudo, como
se encontram em significantes concentragdes na pineal de ratos, sugere-se a hipotese que eles
podem estar envolvidos na regulacdo fisiologica de eventos celulares que incluem a sintese
de melatonina. Por isso, sua significancia funcional estd correntemente sob extensiva
pesquisa. Ha algumas sugestdes que, na glandula pineal, a 5-HT age ndo somente como
um precursor da melatonina, mas também tem um papel na modulagdo da atividade bio
sintética da pineal (Steardo et al., 2000).

Nathan e colaboradores, em 1998 investigaram se aumentos agudos nas concentracdes
de 5-HT poderiam ser usados para manipular a melatonina noturna e diurna. Ao encontrarem
influéncia do sub tipo de receptores 5-HTIA na mediacio das concentracdes
de melatonina noturna, sugeriram uma possivel fun¢do serotoninérgica acoplada aos
B1-adrenoceptores na glandula pineal.

Sitios de ligagdo 5-HT2 também foram identificados na glandula pineal de mamiferos
levando a idéia de que esses receptores podem ter um papel potencial na regulacdo da sintese
de melatonina. Com relagdo a isso, era de se esperar que estudos prévios tenham descrito
que concentragdes de 5-HT na pineal, as mais altas no cérebro, levavam a flutuacdes
circadianas, que eram paralelas a seus niveis extracelulares e foi demonstrado que a 5-HT ¢
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secretada da glandula em resposta a estimulagdo noradrenérgica. Além disso,
os achados que a 5-HT adicionada a pinealdcitos de rato em cultura primaria amplificou
a ativacdo da NAT induzida por estimulagdo de fl-adrenoceptores, falhando, por outro lado,
no aumento da atividade enzimadtica basal, tem provido suporte adicional para se assumir
que a 5-HT extracelular pineal pode estar envolvida como um dos fatores fisiologicos
moduladores da sintese de melatonina, possivelmente através da ativagao de sitios especificos
de receptores (Steardo et al., 2000).

Em ovelhas, a disponibilidade do substrato parece ser o fator limitante na sintese
de melatonina durante o dia (Namboodiri ef al., 1983). Essa hipotese foi baseada no aumento
marcado e sustentado (mais do que sete vezes em cerca de 2 horas) nas concentragdes
de melatonina séricas observado apds administracdo de 5-HTP em ovelhas durante o dia.
Esse resultado também sugere que a administracdo de 5-HTP pode ser usada como base para
testes clinicos da funcdo pineal e que a melatonina pode mediar alguns dos efeitos clinicos
do 5-HTP (Cavallo et al., 1987).

No passado, a sintese de neurotransmissores cerebrais geralmente era considerada
como um fendmeno firmemente controlado. Nem sempre ¢ assim. Pelo menos para
um dos transmissores, 5S-HT, o controle da taxa de sintese ndo parece envolver apreciavel
fim de produgdo ou inibicdo de “feedback”. Ao invés disso, a enzima regulatoria chave
¢ insaturada com o seu substrato, L-HTP, de modo que a sintese de 5-HT varia prontamente
com as alteracdes do fornecimento de seu precursor (Evans et al., 2002; Fernstrom, 1983;
Lenzinger ef al., 1999; Tohyama et al., 2001).

Estudos mostram que esta relacdo precursor-produto permanece fisiologicamente
assim como farmacologicamente e patofisiologicamente. Acredita-se que os incrementos
na sintese de 5-HT produzidos por mudangas nas fungdes fisiologicas sdo parcialmente
controladas por neuronios 5-HT no cérebro (sugerindo melhorias na liberagdo de 5-HT assim
como a sintese) (Fernstrom, 1983).

Dadas as variagdes no fornecimento de triptofano influenciarem a formacao
e a liberagdo de 5-HT, a pergunta ¢ até que ponto, ou se em nenhum, esta relagao ¢ empregada
pelo cérebro como um canal para fornecer informagdes para regular os processos fisiologicos.
As hipoteses oferecidas sdo baseadas em dados limitados. Esta discussdo inclui
a possibilidade de que neurdnios 5-HT participam de circuitos cerebrais que influenciam
fendmenos metabolicos diversos, inclusive a sintese de melatonina na pineal (Huether
et al., 1992, 1993; Fernstrom, 1983).

Como a sintese de 5-HT pode ser tdo prontamente influenciada pelo fornecimento
de seu precursor, subsequentes investigagdes foram tentadas para determinar se a taxa
de sintese de outros transmissores também era afetada pela disponibilidade do precursor.
Surpreendentemente, efeitos limitados sobre a taxa de formagdo de catecolaminas foram
encontrados ap6s a administragao de tirosina (Fernstrom, 1983).

Aparentemente, a disponibilidade da tirosina deve ser incluida no grupo de fatores
que governam a taxa de sintese de catecolaminas. Contudo, estd menos claro para tirosina
do que para L-HTP o quanto variag¢des fisiologicas na disponibilidade do cérebro participam
nos sistemas regulatorios controlando as fungdes do corpo (Evans et al., 2002; Huether
et al., 1992; Fernstrom, 1983; Lenzinger et al., 1999).

Tanto o L-HTP quanto a tirosina ganham acesso ao cérebro através de um carreador
competitivo que eles dividem com outros aminodcidos neurais grandes (LNAAs). Estudos
fisioldgicos, farmacologicos e patofisiologicos iluminam a extraordindria extensao a qual esta
captagdo pelo carreador, localizada na barreira hematoencefalica, determina o acesso
de ambos estes aminoacidos no cérebro. Nestes processo, as taxas de sintese das monoaminas
sdo claramente afetadas. Assim, esta linha de investigagdo fornece, talvez, um dos mais
importantes argumentos de que o sistema de transporte competitivo para LNAA
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por si s6 é naturalmente influenciado por eventos bioquimicos dentro do cérebro (Fernstrom,
1983).

Para se verificar o impacto que uma alteragdo na disponibilidade de 5-HT citossdlica
causaria na formag¢do da melatonina, Huether et al., (1993) estudaram os efeitos
de precursores da 5-HT, liberadores ¢ inibidores da recaptagdo de 5-HT e inibidores
da monoamina oxidase (MAO), sozinhos e em combinacdo. A administracio de 5-HTP
e de drogas liberadoras de 5-HT (fenfluramina, £3,4-metileno-didéxi-metanfetamina) a ratos,
causaram uma elevagdo dose e tempo-dependente nos niveis de melatonina circulante durante
o dia e a noite. A inibi¢do da MAO também produziu aumento na melatonina. O aumento
da melatonina plasmatica causado por drogas liberadoras de 5-HT foi prevenido
por administracdo prévia de fluoxetina. Inibidores da MAO e fluoxetina, sozinhos,
nao tiveram efeitos sobre os niveis de melatonina circulante (Huether et al., 1993).

Esses achados indicam que a administracdo de agonistas de receptores 5-HT, agindo
indiretamente no aumento do “pool” de 5-HT livre citoplasmdtica podem também elevar
os niveis de melatonina circulantes. Os resultados desse estudo sugerem que a sintese
de melatonina na pineal ¢ dependente do “pool” livre citoplasmatico de 5-HT nos pinealocitos
e que a elevagdo desse “pool”, induzida por drogas, estimulam a formagdo de melatonina
¢ aumenta os niveis de melatonina circulantes (Huether et al., 1993).

Pelo menos alguns dos efeitos da acdo indireta de agonistas de receptores 5-HT, isto
¢, sono, humor, ingestdo alimentar, percep¢do da dor e secre¢do neuroendocrina, podem,
dessa forma, ser mediados pela elevagdo da melatonina circulante e a subseqiiente ativagao
dos receptores centrais de melatonina (Huether et al., 1993).

Na glandula pineal de ratos, a atividade NAT e a concentracio de melatonina
sdo, normalmente, altas a noite; pelo contrario, a concentracdo de serotonina (5-HT),
precursora da melatonina, é baixa. Uma vez que, a administracio de L-HTP aumenta
a concentracdo de 5-HT pineal a noite, Reiter e colaboradores, em 1990, examinaram seus
efeitos na produ¢ao de melatonina.

Nesse estudo, o L-HTP, administrado durante a noite, levou a aumentos substanciais
no 5-HTP pineal, no acido 5-hidroxindol acético (5-HIAA) e 5-HT, mas a uma significante
reducdo na atividade da NAT em comparagdo aos controles injetados com salina.
Em contraste com outros “indols” mensurados, os niveis de melatonina também foram,
significantemente, diminuidos pela administracdo de L-HTP. A administracio de L-HTP
ndo alterou os niveis noturnos altos de norepinefrina (Reiter et al., 1990).

A 1idéia de que altas concentragdes de 5-HT podem levar a uma substrato-inibi¢do
da atividade da NAT ndo foi suportada pelas andlises cinéticas de controle dos niveis
de NAT versus atividade da NAT (inibida pelo triptofano), sobre concentracdes variadas
de substrato. A hipdtese para explicar esses resultados inclui a possibilidade de que a inibigao
da sintese de melatonina pelo triptofano ¢ mediada pela liberacdo de 5-HT dos pinealdcitos
e sua subseqiiente agdo autocrina sobre a producao de melatonina (Reiter ef al., 1990).

Em outro estudo, Mcintyre e Oxenkrug, em 1991, descreveram os -efeitos
da administracdo de 5-HTP sobre a sintese de melatonina pela pineal em ratos jovens
e velhos. O 5-HTP, por si s6, aumentou os niveis de melatonina pineal em ratos idosos,
mas nao mudou as concentracdes de melatonina em ratos jovens mantidos sob condigdes
de 12hs/12hs de luz/escuro.

Apds uma continua exposi¢do a luz por 72hs, o 5-HTP induziu um aumento
significativo nos niveis de melatonina em animais jovens, mas ndo provocou alteracdes
na melatonina de animais velhos (Mcintyre e Oxenkrug, 1991).

Por estes resultados, consideraram uma alterada regulagdo de [-receptores pela
luz em animais velhos, e sugeriram que a sintese de melatonina diminui em fun¢@o da idade,
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ndo estando inteiramente relacionada com mudangas na maquina enzimatica para a sua sintese
(Mcintyre e Oxenkrug, 1991).

Fatores de transcrigdo também modulam os niveis oscilatorios de melatonina de forma
auto regulatoria além de controlarem a amplitude das oscilagcdes de NAT, a enzima cuja taxa
¢ limitante da sintese de melatonina. Em contraste, pinealdcitos de galinhas possuem
um marcapasso circadiano enddgeno que direciona a expressdo ritmica da NAT. (Foulkes
et al.,1997).

Além disso, projecdes neuronais do sistema da rafe mesencefdlica para o nucleo
supraquiasmatico e para o complexo pineal foram mapeadas no ramister dourado, sustentando
as indicagdes fisiologicas de uma influéncia da serotonina no sistema circadiano
fotorreceptivo do encéfalo (Leander ef a/,1998).
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MATERIAIS E METODOS
Animais

Foram wusadas codornas macho pesando 145-175g, mantidas sob condic¢des
laboratoriais e sob controle fotoperiddico (luz acesa as 7 horas, luz apagada as 19 horas).
Duas séries de experimentos de cinco grupos de oito aves cada foram constituidos para
determinagdo dos niveis plasmaticos de melatonina as oito, 12, 16, 20 e 24 horas.

Procedimentos experimentais

Na primeira série de cinco grupos, L-5-hidroxi-triptofano (L-HTP, 25 mgkg™,
por via intra celdmica, ic) foi administrado as 18 horas. Uma segunda série de cinco grupos
foi tratada com salina isoténica (ImL.kg”, ic) na mesma forma. Foram coletadas amostas
de sangue heparinizadas (2mL) da veia cervical, apos decapitacdo das aves. As amostras
foram centrifugadas a 2500 rpm para separacdo do plasma. A coleta de amostras de sangue
durante o periodo noturno foi feita sob iluminagao infravermelha.

SERIES DE ESTUDOS:

12 série: N = 8 para cada grupo
2mL de sangue da veia cervical

Grupo 1: L-HTP, 25 mg.kg'l, icas 18 h ssmmmmie— 35 0ito horas
Grupo 2: L-HTP, 25 mg.kg'l, icas 18 h o —— as 12 horas
Grupo 3: L-HTP, 25 mgkgl,icas 18 h somm— 35 16 horas
Grupo 4: L-HTP, 25 mg.kg‘l, icas 18 h * o e—— as 20 horas
Grupo 5: L-HTP, 25 mgkg™!, ic as 18 h s 35 24 horas

22 série: N = 8 para cada grupo

2mL de sangue da veia cervical
Grupo 1: salina isotonica (lmL.kg‘l, ic)as 18 h  wewmmmim— 335 0ito horas
Grupo 2: salina isotonica (1mL.kg‘1, ic)as 18 h  ww=——mpm— 35 12 horas
Grupo 3: salina isotonica (lmL.kg‘l, ic)as 18 h  wew——pm— 35 16 horas
Grupo 4: salina isotonica (lmL.kg'l, ic)as 18 h  wew—mimm— 35 2() horas
Grupo 5: salina isotOnica (lmL.kg'l, ic)as 18 h  wewime— 35 24 horas

Determinacao dos niveis plasmaticos de melatonina

A determinacdo dos niveis plasmaticos de melatonina foi feita por radio imuno ensaio
direto (para maiores detalhes, ver Stokkan et al., 1991). Brevemente, 250 pL de amostra
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ou padrio foram usados (nas concentragdes de 2 pg.mL™' a 1000 pg.mL™") combinados
com 100mL de anticorpo (dilui¢do inicial de 1:9000; Batch G/S/704-8483, Stockgrand
Ltd.Guilford, UK ) e 100uL de °[H]-melatonina (TRK 789, Amersham, aproximadamente
2000 cpm/tubo). Os resultados foram expressos em pg.mL™".

Analises estatisticas

As analises estatisticas das médias foram feitas usando ANOVA. Para comparagdes
entre as médias obtidas em 20 e 24 horas dos grupos tratados com salina vs. grupos tratados
com L-HTP, foi wusado teste T-Student pareado. As andlises foram feitas
com o “software” Graph Pad Prism (versdo 4, Inc., San Diego, USA). As diferencas entre
as médias foram consideradas significativas quando P < 0.05.
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RESULTADOS

Os niveis plasmaticos de melatonina durante o dia (tempo pré-injecdo) nao foram
diferentes entre as duas séries experimentais (controles, 110,2 + 15,8; 110,5 + 18,9 ¢ 1574
+ 34,8 pgmL' vs. L-HTP, 119.5 + 20.4; 132.1 + 21.3 e 138.2 + 23.1 pgmL’,
as 8, 12 e 16 horas, respectivamente). Ao contrario, apos tratamento com L-HTP,
foi observada uma significante redugdo nos niveis de melatonina plasmatica noturna
(controles, 327,3 + 20,1 e 315,6 + 20,9 pg.mL™", vs. L-HTP, 242,1 + 24,8 ¢ 217,5
+21 mg.mL™", as 20 e 24 horas, respectivamente, P < 0.05) (Figura I1.1)

400

-{ } Controles l
3007 - L-HTP

200+

1004

Melatonina plasmatica (pg/mL)

4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
Horas
Figura IL.1: Niveis plasmaticos de melatonina em codornas tratadas com L-HTP (25mg.Kg™',
ic, as 18 horas). Dados apresentados como médias + SEM as 8, 12, 16, 20 e 24 horas.

*p<0,05 para diferencas entre as médias dos controles vs. tratados com L-HTP,
as 20 e 24 horas.
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DISCUSSAO

Nas nossas observacdes, a administracdo sistémica de L-HTP reduziu,
significativamente, os niveis plasmaticos de melatonina durante o periodo noturno. O L-HTP
disponivel apds a acdo da TPO e o aumento na concentracdo do produto (5-HT)
ndo da margem para o ‘“feedback” negativo ser tdo eficiente quanto o operado
por catecolaminas na tirosina hidroxilase (Tyce, 1990; Boadle-Biber, 1993).

Observagdes similares as nossas, foram feitas por Reiter et al. (1990), que notaram
um aumento no contetido glandular de L-HTP, 5-HT e 5-HIAA apds sobrecarga noturna
de L-TRP em ratos. Os autores atribuiram essa observagdo a ac¢do autocrina da 5-HT
(derivada de um aumento de disponibilidade do precursor) que atuou no pinealdcito, inibindo
a sintese de melatonina. Alternativamente, em lugar da agfo autocrina, o mecanismo
originado pela 5-HT pode ser feito pelos neurdnios serotoninérgicos da rafe mesencefalica
(Matsuura e Sano, 1983; Leander et al., 1998). Conseqiientemente, a serotonina sintetizada
pela administracdo de L-HTP e liberada nas sinapses da pineal pode ser a mediadora para
as respostas descritas por Reiter et al., 1990.

Os resultados alcangados nesse estudo revelaram diferentes dados comparativamente a
outros reportados na literatura. A administragdo sistémica de L-TRP ou liberador
de serotonina aumentam os niveis plasmaticos de melatonina durante as 24 horas
do dia e periodos noturnos em ratos (Huether et al., 1993). Os autores imputaram o aumento
da sintese de melatonina ao aumento do pool de serotonina livre no citoplasma do pinealdcito.
Além disso, a administragdo de L-HTP apds continua exposicdo a luz por 72 horas, aumenta
a sintese de melatonina em ratos jovens (Mclntyre e Oxenkrug, 1991). Nesse sentido,
a administracdo de L-HTP (20 ou 200 mg.kg™ , ip) em ovinos, durante o periodo claro, induz
um aumento do conteido glandular e niveis plasmaticos de melatonina (Namboodiri et al.,
1983; Sugden et al., 1985). Esses resultados sugerem o uso desse modelo como base para
testes clinicos para investigar a funcdo da pineal. Entretanto, atentos nesse sentido,
o modelo em humanos néo teve sucesso (Cavallo et al., 1987). E preciso enfatizar que nesse
estudo, os autores usaram a via oral ¢ menores doses de L-HTP (5 a 12 mgkg” , ip)
Por outro lado, Steardo et al. (2000) evidenciaram um aumento na atividade
da NAT e do conteudo glandular de melatonina durante o periodo noturno em ratos tratados
com agonistas 5-HT2C e portanto, sugeriram que esses receptores estdo, provavelmente,
envolvidos na modulacdo serotoninérgica da atividade pineal.
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CONCLUSAO

Caso essa hipdtese esteja correta, ou seja, a administragdo sistémica de L-HTP reduz,
significativamente, os niveis plasmaticos de melatonina durante o periodo noturno,
o rendimento serotoninérgico liberado da rafe mesencefalica para a pineal pode constituir
um mecanismo de modulagdo noturna da atividade da NAT e, conseqlientemente, da sintese
de melatonina, em codornas.
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CAPITULO III

Estudo dos Receptores GABA, em Comportamentos Semelhantes ao Sono
em Coturnix japonica (Temminck Schlegel, 1849) (Aves: Galliformes)



RESUMO

O presente estudo preocupou-se em investigar a influéncia do GABA na sinalizagdo
de comportamentos semelhantes ao sono (“sleep-like”) através da administracdo sist€émica
de bicuculina e picrotoxina (antagonistas de receptores GABA,) e tiopental (um modulador
alostérico). A injecdo de tiopental (20 mgkg') aumentou a frequéncia de fechamento
dos olhos comparada ao grupo controle. As aves dormiram rapidamente com uma baixa
frequéncia dos estdgios comportamentais iniciais, como movimentos orais rapidos (MOR),
ericamento das penas e piscadelas. A administragdo de bicuculina (1 ¢ 4 mgkg”)
ndo modificou a frequéncia das respostas de ericamento das penas, MOR, fechamento
dos olhos ou piscadelas. Uma baixa dose de picrotoxina (2 mg.kg™") estimulou um estado
de vigilia ativa, enquanto uma dose intermediaria (4 mgkg"') desenvolveu um estado
de vigilia moderada, que foi associado a um aumento na frequéncia de MOR, piscadelas
e fechamento dos olhos. Sob uma dose maior (8 mg.kg™"), as aves exibiram comportamentos
semelhantes a termorregulacdio e convulsdes, imediatamente apds a injecdo.
Interessantemente, a picrotoxina (4 mg.kg™") intensificou o fechamento dos olhos quando dada
em combina¢do com o tiopental (20 mgkg'). As respostas “sleep-like” induzidas pelo
barbiturato e pela picrotoxina tiveram as mesmas propriedades neurofarmacoldgicas
comportamentais, possivelmente porque estdo correlacionadas com a¢des em sitios idénticos
no receptor GABA,.

Palavras-chave: Comportamento “sleep-like”; antagonista GABAérgico; codornas
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ABSTRACT

The present study was carried out to investigate the influence of GABAA signaling on sleep-
like behaviors through systemic administration of bicuculline and picrotoxin (GABAa
antagonists) and thiopental (an allosterical modulator). A thiopental (20 mg.kg"') injection
increased the eye closure frequency compared to the control group. The birds quickly became
sleepy with a low frequency of early behavioral stages, such as rapid oral movement (ROM),
feather ruffling and blinking. A bicuculline administration (1 and 4 mg.kg™") did not modify
the frequency of feather ruffling, ROM, eye closure or blinking responses. A lower dose
of picrotoxin (2 mg.kg™") stimulated an active awakening status, while an intermediate dose
(4 mgkg') elicited a moderate awakening status, which was associated with an increase
in the frequency of ROM, blinking and eye closure. At the higher dose (8 mg.kg™), the birds
exhibited thermoregulatory-like behaviors and convulsions immediately after the injection.
Interestingly, picrotoxin (4 mg.kg™') intensified the eye closures when given in combination
with thiopental (20 mg.kg™"). Both barbiturate and picrotoxin induced sleep-like responses
have the same behavioral neuropharmacological properties, conceivably because they
are correlated with action at an identical site on the GABA, receptor.

Keywords: Sleep-like behavior; GABAergic antagonist; quails
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INTRODUCAO

Dormir ¢ um comportamento regulado homeostaticamente, altamente complexo
e tem alguns componentes que ainda ndo sdo completamente compreendidos (Taheri
e Mignot, 2002; Rattenborg et al., 2008). Um papel fisiologico para o sono vem sendo
amplamente estabelecido através de estudos que mostram que animais que sao completamente
privados de dormir apresentam distirbios fisiolégicos severos (Rechtschaffen
and Bergmann, 2002). Além disso, de acordo com Taheri ¢ Mignot (2002), a conservacao
desse comportamento no curso da evolugdo indica que o sono ¢ um comportamento
adaptativo.

O sono, em vertebrados, exibe padrdes comportamentais e eletrofisioldgicos de acordo
com a complexidade evolucionaria adquirida pelo encéfalo (Ayala-Guerrero et al., 2003;
Campbell e Tobler, 1984). O bocejo ¢ um componente comportamental que ¢ associado
ao sono e ¢ altamente preservado em vertebrados, particularmente, a aparéncia mandibular
(Lehmann, 1979; Argiolas e Melis, 1998). O seu papel ndo ¢ compreendido ainda; entretanto,
este fendmeno semi-voluntario parece constituir um comportamento ativador quando o sono
estd iminente (Daquin et al., 2001).

Apesar de numerosos estudos classificarem o sono como um mecanismo reparador
para o metabolismo cerebral ou manutengdo da memoria, seu preciso papel fisiologico
permanece ndo esclarecido (Taheri e Mignot, 2002; Cirelli ¢ Tononi, 2008). De um ponto
de vista neuroquimico, o 4cido y-amino butirico (GABA) representa o maior neurotransmissor
inibitorio no cérebro (Gottesmann, 2002; Sanford et al., 2002). Takagi et al. (2001; 2003)
demonstraram em Gallus domesticus que inje¢des intra cérebro ventriculares de agonistas
de receptores GABA, ou GABAj atenuaram a ingestdo alimentar e comportamentos
“sleep-like” induzidos pelo 4cido L-pipecolico, um liberador de GABA produzido no cérebro
através da conversdo da L-lisina. Nesse contexto, achados paralelos concordam
que mecanismos GABAérgicos através do receptor GABA, estimulam a alimentagdo
em Meleagris gallopavo e Gallus domesticus (Denbow, 1991; Jonaidi et al., 2002).

O GABA age através de dois diferentes receptores farmacologicamente identificados:
o receptor GABA,4, que ¢ sensivel a bicuculina, ¢ o receptor GABAg, que ¢ insensivel
a bicuculina (MacDonald e Twyman, 1992; Bormann 2000; Jonaidi et al., 2002;
Glykys e Mody, 2007).

O complexo receptor GABA, ¢ localizado, principalmente, em sitios pds-sinapticos,
onde ele medeia a maioria das transmissdes inibitorias (Adachi et al., 2006). Ele contém
um canal para ions cloreto (cuja permeabilidade ¢ ativada pelo GABA) e sitios
de reconhecimento para barbituratos, benzodiazepinicos, neuroesterdides e picrotoxina
(Gottesmann, 2002).

H4a algumas diferencas entre receptores GABAérgicos de mamiferos
e aves. Em mamiferos, a ativagdo farmacologica GABA¢érgica produz efeitos hipnogénicos
distintos; em aves, entretanto, eles ndao s3o definidos em detalhes, especialmente,
os componentes iniciais do sono (Gottesmann, 2002; Takagi et al., 2003; Polo et al., 2007).
O neurotransmissor GABA ¢ receptores GABAérgicos vém sendo identificados no cérebro
de galinhas (Van Luijtelaar et al., 1987; Liu et al., 2000).

Nesse estudo, foi pesquisado o envolvimento de receptores GABA, em
comportamentos “sleep-like”, particularmente, seus componentes preliminares, em codornas.
Foram utilizados, através da administracdo sistémica, bicuculina e picrotoxina (antagonistas
GABA,) e tiopental sodico, um tipico barbiturato (modulador alostérico).
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REVISAO DE LITERATURA

Existem muitos estudos acerca da duracdo do sono ou do descanso em mais
de 150 espécies (relatos de duracdo de sono num periodo de 24 horas). Contudo,
o entendimento da evolugdo do sono por estes estudos denota inadequagdes quanto
ao tamanho das amostras, condigdes experimentais ndo especificas e algumas vezes critérios
vagos para a defini¢do do sono (Campbell e Tobler, 1984).

Do ponto de vista eletrofisiologico, vegetativo e comportamental, o sono nos
mamiferos, ¢ caracterizado por alteracdo ciclica de duas diferentes fases. O sono comega com
atividade generalizada de ondas eletroencefalograficas (EEG) lentas através de todo
o cérebro (fase telencefalica ou de SWS); ela ¢ seguida pela fase do sono rombencefalico
ou paradoxal (REM), caracterizada por atividade teta regular no hipocampo
e dessincronizagdo do corticograma, aparecendo depois de um periodo transitorio de ondas
corticais (Radil-Weiss e Styblova, 1967).

Na espécie humana, assim como em outros mamiferos, ¢ conhecido que durante
o periodo de sono, o SWS diminui enquanto o REM e a sonoléncia tendem a aumentar. Além
disso, durante o sono de animais ativos tanto de noite quanto de dia, ondas delta mais largas
sdo notadas, geralmente, no comeco em comparacdo com as horas finais
do periodo de sono. Essa decrescente atividade delta ¢ equivalente ao SWS, mais profundo
nas primeiras horas de sono e mais suave no final. A redugdo da atividade delta ou derivacdes
desse parametro através da noite tém um papel crucial nos modelos correntes
e teorias sobre a regulagdao do sono (Van Luijtelaar et al., 1987).

Aves e mamiferos t€ém sono REM semelhantes em varios aspectos. Entretanto,
a questdo sobre em que ponto o sono REM tem um ancestral evoluciondrio em aves
e mamiferos vem sendo bastante explorada (Campbell e Tobler, 1984; Van Luijtelaar
et al., 1987).

As regides cerebrais e sistemas neurotransmissores envolvidos na geracdo do sono
REM de mamiferos sdo, filogeneticamente, antigas e sdo também encontradas atualmente
em passaros e répteis (Fuchs, et al., 2006).

Muitos experimentos farmacologicos em aves indicam que substratos neurais similares
estdo envolvidos na regulagdo do sono de aves e mamiferos. Entretanto, uma vez que as
drogas usadas nesses estudos, geralmente, resultam em perdas de sono ndo especificas, a
regulagdo neuroquimica do sono REM nas aves, em particular, permanece incerta (Fuchs,
et al., 20006).

Estudos indicam que a 5-HT pode ter uma funcdo similar no controle do sono
REM de aves e mamiferos. Para investigar o possivel papel da serotonina na regulagdo
do sono REM das aves, foram registradas alteracdes no eletroencefalograma (EEG) do sono
e no comportamento de pombos apds a administragdo de uma dose aguda de zimelidina,
um inibidor seletivo da recaptacdo (SSRI) de 5-HT (Fuchs, ef al., 2006).

A zimelidina € conhecida por reduzir o sono REM em mamiferos. Os resultados
demonstraram que os efeitos da zimelidina no sono REM das aves sdao comparaveis aqueles
observados em mamiferos (Fuchs, et al., 2006).

Um estudo eletrofisioldgico e comportamental foi realizado em galinhas com eletrodos
para EEG e eletromiograma (EMG) (Van Luijtelaar et al., 1987). Foram observadas cinco
posturas comportamentais e determinadas as porcentagens de sonoléncia, sono
e presumivelmente, sono REM durante a terceira e sexta hora do periodo escuro.
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Foi encontrada concordancia substancial entre os comportamentos e as fases do sono,
com excecdo da postura agachada ou erguida com pelo menos um olho aberto. Durante dois
tercos dessa postura comportamental, o EEG mostrou ondas lentas de larga amplitude
indistinguiveis do SWS. Também foram observadas as caracteristicas do sono REM: periodos
pequenos, com porcentagem aumentada durante a noite. Além disso, ndo foi encontrada
atonia no EMG (Van Luijtelaar ef al., 1987).

Apesar da grande similaridade existente, também foram encontradas diferencas
em algumas propriedades do sono de aves que o tornam Unico e que sdo um convite para
futuros estudos (Van Luijtelaar et al., 1987).

A contribuicdo de componentes genéticos para patologias de desordens do sono esta
em crescente reconhecimento. Estudos genéticos tém identificado genes que podem
ser importantes na regulacdo dos ritmos circadianos, que determinam o tempo de sono
e vigilia (Taheri e Mignot, 2002).

Estudos genéticos de narcolepsia em um modelo canino e em camundongos “knock-
out” levaram a identificagdo de um sistema neurotransmissor de hipocretina (orexina)
hipotaldmico como uma chave de ligagdo para a narcolepsia humana. A contribui¢do
dos fatores genéticos na sindrome da apnéia obstrutiva do sono (OSAS) tem levado a um
melhor entendimento dessa desordem complexa que pode ser parte de uma sindrome maior
associada a disfungdo respiratoria, cardiovascular e metabodlica (Taheri e Mignot, 2002).

A insénia ¢ uma das reclamacdes mais encontradas num consultorio médico.
Apesar de estar mais relacionada a ansiedade, comumente reflete uma falha/auséncia
de processos inibitorios centrais. Bubnoff e Heidenhain, em 1881, parecem ter sido os
primeiros a descrever tais processos inibitorios centrais. Eles mostraram que estimulos
corticais e periféricos de baixa intensidade eram capazes de inibir as atividades motoras
induzidas por estimulagao cortical (Gottesman, 2002).

Para comportamentos dormir-acordar, foi Hess, em 1931 que primeiro disse
que dormir envolvia processos inibitdrios: “o essencial mecanismo de sono niao pode
ser explicado sendo por inibicdo ativa de algumas fungdes do organismo.” Apesar
de Creutzfeldt et. al, (1956), terem observado um verdadeiro fendomeno inibitorio
em nivel celular cortical, foi Evarts er. al (1960) que estudaram a recuperagdo
do ciclo dos potenciais evocados no cortex por estimulagdo, via radiagdo, ¢ demonstraram
0s mecanismos inibitdrios durante o comportamento de dormir-acordar.

Do ponto de vista neuroquimico, desde o trabalho pioneiro de Kernjevic et al,
em 1966, foi descoberto que o GABA ¢ o principal transmissor inibitoério, e hoje
em dia, estima-se que pelo menos 20% dos neurdnios cerebrais sio GABAérgicos (Parades
e Agmo, 1992).

O receptor pentamérico ionotropico GABA, foi o primeiro a ser identificado,
com varias classes de subunidades. A influéncia do GABA sobre o seu proprio sitio
de ligagdo tem sido mais estudada pelo seu antagonista bicuculina (BCC) e seu agonista
muscimol (Sieghart, 1995; Gottesmann, 2002).

O GABA ¢ essencial para o balango geral entre a excitacdo neuronal e sua inibicao,
através da interagdo com receptores especificos de membrana. Receptores GABA,,
principalmente localizados pods-sinapses, medeiam a maior parte da transmissdo sinaptica
inibitoria no SNC (Adachi et al., 2006).

O segundo receptor identificado foi o receptor GABAg (Hill ¢ Bowery, 1981) que se
acopla a canais iOnicos para Ca** ¢ K e funciona por um caminho metabotropico com
segundo mensageiro. A afinidade do GABA por receptores GABAg ¢ menor do que para
receptores GABA,. Este receptor foi primeiro bloqueado pelo faclofen e o agonista mais
comumente usado ¢ o baclofen (Gottesmann, 2002).

51



O terceiro receptor identificado ¢ o GABAc¢. De fato, em 1975, Johnston
et al, e em 1992, Parades e Agmo, descreveram que alguns analogos do GABA atuam sobre
receptores insensiveis tanto a bicuculina quanto ao baclofen. Estes receptores foram
primeiramente observados na retina. Compreendem um canal para CI ionoforo de varias
subunidades (b1,b2,b3). E um receptor mais sensivel a0 GABA do que o receptor GABA ,
e sua dessensibilizacdo também ¢ diferente: enquanto a amplitude das correntes mediadas
por receptores GABA, se reduzem notavelmente na presenca dos agonistas, a duragdo
(o tempo) da resposta dos receptores GABA( ¢ mais sustentada. Até o momento, a insonia
tem sido tratada, principalmente, por compostos que atuam no nivel dos receptores GABA4
(Gottesmann, 2002).

Ha crescentes evidéncias de que a amidala modula o estado de alerta, com a maior
parte dos trabalhos focando seu papel sobre o sono REM. A maioria destas evidéncias advém
das manipulagdes farmacologicas feitas diretamente no nucleo central da amigdala (NCA)
(Sanford et al., 2002).

Em ratos, 5-HT infundida na amidala durante o sono REM induz uma rapida mudanga
de estado, enquanto que ao se antagonizar a agdo da 5-HT, aumenta-se o sono total
e sdo liberadas ondas PGO, o que ocorre tipicamente em sono REM, e ndo-REM (NREM)
(Deboer et al., 1998).

Outros neurotransmissores também tém agdo sobre o sono quando relacionados
ao NCA. O agonista colinérgico, carbacol, micro infundido no NCA aumenta o estado de
alerta e reduz REM em ratos. Interessantemente, em gatos, micro inje¢des tanto de carbacol
quanto de peptideo intestinal vasoativo no NCA parecem produzir aumentos prolongados
na quantidade de REM assim como a atividade das ondas PGO durante o NREM (Sanford
et al.,2002).

A amidala pode influenciar também o NREM. Micro inje¢des de prolactina
no NCA reduzem o NREM com efeitos minimos no REM e no estado de alerta. Além disso, a
destruicdo eletrolitica da amidala baso lateral tem sido relatada como melhoradora
do NREM e do REM.

A estimulacdo elétrica da amidala pode aumentar o REM subseqiientemente,
e estimular eletricamente o NCA durante o REM melhora a ocorréncia de ondas PGO
em gatos e aumenta a amplitude dessas ondas em ratos. Além disso, a estimulacdo elétrica
treinada do NCA suprime a atividade dos neurdnios adrenérgicos no locus coeruleus
(LC),0 que pode facilitar o REM através da reducdo da inibicdo noradrenérgica (Sanford
et al.,2002).

A ativacdo espontdnea da amidala durante o sono REM tem sido relatada, usando-se
tomografias com emissdo de positrons para mapeamento cerebral em humanos. Evidéncias
sugerem que a atividade no NCA poderia promover REM e seus fendmenos relacionados,
uma vez que o estudo comportamental e farmacolégico realizado em ratos produz alteragdes
no estado de alerta, o que sugere uma redugdo especifica relativa no sono REM. Estes podem
ser devido aos efeitos inibitorios no NCA. No momento, a serotonina parece inibir os
neurdnios da amidala e o carbacol bloquear as respostas sindpticas excitatorias na amidala
baso lateral de ratos (Sanford et al., 2002).

Como o GABA ¢ o principal neurotransmissor inibitorio do SNC e ele, assim como
outros neurotransmissores inibitdrios, regulam a eferéncia descendente do NCA, sugere-se
que a regulacdo inibitéria GABAérgica do NCA pode estar envolvida no papel de modulagio
do estado comportamental (Sanford et al., 2002).

Vem sendo descrito que a por¢ao medial do hipotalamo pré-optico anterior (mHPOA)
¢ uma area hipnogénica, mais efetiva nessa regulacdo do que a por¢do lateral (Ali et al.,
1999). Apesar do papel das projecdes adrenérgicas, colinérgicas e histaminérgicas na mHPOA
no sono-vigilia vir sendo investigado, o papel do GABA ¢ desconhecido; entretanto a
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liberagdo de GABA nessa area ¢ alterada por aplicagdo de agonistas GABAA (Ali et al.,
1999).

Os niveis de GABA no hipotalamo posterior e septum se alteram através dos estados
sono-vigilia. Recentemente, vem sendo proposto que o GABA na mHPOA, possivelmente,
tem um papel modulatorio na regulagdo do sono REM; entretanto evidéncias experimentais
diretas foram insuficientes (Ali et al., 1999).

O papel do GABA na mHPOA, na regulagdo do sono-vigilia espontaneo e sono
REM foi investigada por Ali et al., em 1999. Micro injecdo local de picrotoxina (PTX),
antagonista GABA,, nessa drea, aumentou a sonoléncia quieta, mas reduziu
significativamente, o sono profundo e o sono REM. Tanto a freqiiéncia de geragdo quanto
a duracdo dos episoddios de sono REM foram significativamente reduzidos. Baseado nesses
resultados, Ali et al. concluiram que a neurotransmissio GABAérgica, na mHPOA,
¢ espontaneamente ativa na modulacdo da fun¢do hipnogénica, incluindo o sono REM,
e sua a¢ao ¢ mediada pelo receptor GABAA.

No SNC de mamiferos, as sinapses GABA foram bem conhecidas por gerarem
atividade inibitéria rapida e precisa na forma de correntes pds sindpticas inibitorias (IPSCs
ou inibigdo fésica). Mas, através da ultima década, a transmissdo inibitdria difusional mediada
por receptores GABA, localizados fora das sinapses e ativados por niveis de GABA presentes
no espaco extracelular tem despertado grande interesse (Glykys e Mody, 2007).

Esses receptores GABA,A sdo ativados por baixos niveis de transmissores presentes
no espaco extracelular geram uma condutancia ininterrupta referida como tonica.
Essa condutancia tonica ¢ altamente sensivel a todos os fatores, regulando a quantidade
de GABA ao redor dos neurdnios. Somente poucos receptores GABA, com combinagdes
particulares de subunidades sdo bem sucedidos em mediar a condutincia tonica.
Esses mesmos receptores constituem alvos importantes e especificos para varios compostos
neuro ativos endogenos e exdgenos e possiveis alternativas terapéuticas (Glykys e Mody,
2007).

A melatonina pode exercer uma agdo hipnética direta. Alguns dados indicam
que a melatonina interage com o complexo receptor GABA 4. Pesquisas in vivo, revelaram que
a melatonina, assim como barbituratos, benzodiazepinicos hipnoéticos e esterdides anestésicos,
potencializam a ligagdo do GABA ¢ andlogos do GABA ao receptor GAB,
que ocorre mesmo em baixas concentracdes. A melatonina também potencializa os efeitos
do GABA na atividade neuronal cortical. Além disso, parece que a melatonina inibe a ligagdo
de benzodiazepinicos (Langebartels ef al., 2001).

Os efeitos da melatonina na indug¢do ao sono ¢ no EEG do sono, em humanos,
sdo reminiscentes aqueles evocados por hipndticos benzodiazepinicos. Além disso,
a melatonina facilita a descontinuidade da terapia benzodiazepinica em usuarios de longo
tempo (Langebartels et al., 2001)..

A progesterona vem sendo citada por exercer efeitos “benzodiazepine-like” no sono,
que sugere que eles sdo mediados por uma modulacdo agonistica do funcionamento
do receptor GABA,. Para acessar o envolvimento dos receptores GABA,, Lancel et al,
em 1999, investigaram as respostas de sono para uma dose de PTX (1.5 mg.kg"), antagonista
GABA,, e progesterona (90 mg.kg"'), administradas via intra abdominal em oito ratos,
sozinhas e em combinac¢do, durante as primeiras quarto horas pds-injecao.

Comparada com o veiculo, a PTX aumentou a laténcia para o sono NREM
e consequentemente, diminuiu todos os estados do sono, mas afetou fracamente a atividade
EEG dentro do sono NREM. A progesterona encurtou significativamente a laténcia para
o NREM, aumentou o pré- REM, deprimiu a atividade de baixa frequéncia EEG (<8 Hz)
e aumentou a atividade EEG de alta frequéncia dentro do NREM. Exceto pelas alteracdes
na atividade EEG de alta frequéncia, a PTX atenuou todos os efeitos da progesterona,
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suportando a idéia de que receptores GABA, desempenham um importante papel nos efeitos
da progesterona no sono (Lancel et al, 1999).

Em 1983, Wambebe estudou os efeitos do GABA, BCC e acido amino-oxiacético
(AOAA) sobre o sono induzido por nitrazepam em galinhas jovens. Nesse estudo,
o GABA (200-3200 mg.kg™") induziu uma seda¢do marcada. Também potencializou o sono
induzido por nitrazepam (1,6 mg.kg'). A BCC (1,25 — 5,00 mg.kg") antagonizou o sono
induzido por nitrazepam e a potencializagdo pelo GABA (1,6 mg.kg") do sono induzido pelo
nitrazepam. O AOAA (2,5-7,5 mg.kg") retardou o inicio do sono induzido por nitrazepam,
mas prolongou sua duragao.

O GABA (1600 mg.kg") sincronizou o EEG do hiperstriatum, tectum Optico
e formagdo reticular enquanto a atividade EMG foi reduzida. Em galinhas pré-tratadas
com nitrazepam (1,6 mgkg') induziu a dessincronizagio do EEG do hiperstriatum,
e sincronizou o EEG da formagao reticular. Além disso, reduziu a atividade EMG (Wambebe,
1983).

A BCC (5 mg/kg) ativou o EEG do hiperstriatum; este efeito foi antagonizado pelo
GABA (1600 mg.kg"'). Similarmente, o GABA (1600 mgkg"') que induziu a redugdo
na atividade EMG, sincronizagdo do EEG do tectum Optico ¢ da formagdo reticular
foi antagonizado pela BCC. Com esses resultados, Wambebe sugeriu que o GABA
potencializou o sono EEG e comportamental induzido por nitrazepam.

O 4cido L-pipecolico (L-PA) ¢ o principal metaboélito intermediario da L-lisina (L-Lis)
no cérebro de mamiferos e galinhas. Estudos neurofisiologicos anteriores sugerem
uma possivel relagdo entre o L-PA e sinapses GABAérgicas em neurdnios corticais
e hipocampais, por afetar o disparo neuronal através do aumento da liberagdo e inibigdo
da recaptagdo de GABA (Takagi et al., 2001).

Takagi, et al. demonstraram que L-PA injetado intracerebroventricularmente (i.c.v.),
tem varias agles fisiologicas, incluindo redugdo da ingestdo alimentar e inducdo
de comportamentos semelhantes ao sono em galinhas neonatas. Isso pode ser resultado
do aumento da a¢ao do GABA.
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MATERIAIS E METODOS
Animais

Codornas macho (Coturnix japonica) pesando entre 130 e 160g (trés a quarto meses
de idade) foram usadas. As aves foram alojadas em gaiolas individuais sobre ciclo 12/12 h
de claro/escuro a temperatura ambiente entre 25 e 30°C, com 4gua e ragdo alimentar (Purina
para codornas, 16% de proteina pura) dadas ad [libitum através do periodo de adaptagdo
as condic¢oes do laboratorio.

Preparacao das drogas

A picrotoxina (PTX, Sigma, St Louis, USA) foi diluida em NaCl 0,9% e NaOH 0,1 N
e o pH foi ajustado para 7,0 com adi¢gao de HCI 0,1 N para inje¢des subcutaneas (sc) (Khisti
et al., 1998).

A Dbicuculina (BCC, Biosynth Chemistry & Biology, Staad, Switzerland)
foi diluida em dimetil sulféxido e NaCl 0,9% (1:9, v/v) para injegdo sc, e o tiopental sddico
(TIO, Cristalia, Itapira, SP, Brasil) foi diluido em salina 0,9% para administracao
sc e intra celomatica (ic).

Procedimentos experimentais
Quatro séries de estudos foram desenvolvidas:

1. TIO (20 mgkg"), um agonista alostérico de receptores GABA,, ou salina 0,9%
foi administrado para avaliar os comportamentos “sleep-like” produzidos por um barbiturato
(sono barbiturico) (N = 6 para cada grupo).
2. BCC (1,0 e 4,0 mgkg', N = 5 e 11, respectivamente), um antagonista de receptores
GABA,, ou veiculo (N = 11) foram injetados para acessar a influéncia do GABA,
no comportamento de vigilia.
3. PTX (2, 4 ¢ 8 mgkg', N =4, 9 e 9, respectivamente), um antagonista de receptores
GABA,, ou veiculo (N = 8) foram administrados para avaliar a influéncia do GABA
no comportamento de vigilia.
4. Veiculo, BCC (4 mgkg") ou PTX (4 mg.kg") foram administrados 10 min antes do TIO
(20 mg.kg™) como se segue: salina mais TIO (N = 6), PTX mais TIO (N = 9) e BCC mais TIO
(N = 11). Esse protocolo foi designado para acessar a agdo alostérica dos antagonistas
do receptor GABA,, PTX e BCC e seus efeitos nas reagdes “sleep-like” do barbiturato.

Todas as sessdes experimentais foram conduzidas entre 8:00 e 11:00 da manha.

SERIES DE ESTUDOS:

12 série: N = 6 para cada grupo
Grupo 1: salina (0,9%, sc) 30 minutos
Grupo 2: TIO (20 mg kg™, ic) 30 minutos
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24 série:

Grupo 1: salina (0,9%, sc), N=11 30 minutos
Grupo 2: BCC (1 mg.kg”, sc), N=5 | 30 minutos

]
Grupo 3: BCC (4 mg.kg™, sc), N=11 | 30 minutos

38 série:
Grupo 1: salina (0,9%, sc), N=8 | 30 minutos |
Grupo 2: PTX (2 mg.kg, sc), N=4 | 30 minutos
Grupo 3: PTX (4 mg.kg', sc), N=9 30 minutos
Grupo 4: PTX (8 mg.kg, sc), N=9 30 minutos
42 série
Grupo 1 (N = 6): salina (0,9%, sc) | 10 minutos___|| 10 minutos
+TIO (20 mgkg',ic) 10 minutos___ 10 minutos
| |
Grupo 2 (N =9): PTX (4 mg.kg", sc) 10 minutos | | 10 minutos
+ TIO (20 mg.kg™, ic) | 10 minutos | | 10 minutos
Grupo 3 (N=11): BCC (4 mgkg', s¢) | 10 minutos | | 10 minutos__|
+ TIO (20 mg.kg",ic) | 10 minutos___| | 10 minutos__|
|

Acesso aos comportamentos de sono:

As observacdes comportamentais foram feitas durante os primeiros 20 min
de administracdo das drogas. As analises foram feitas em sessdes de 10 min (0-10 min
e subseqiientes 10-20 min). As seguintes respostas comportamentais foram observadas:
erigamento das penas, movimentos orais rapidos (MOR), bocejo, piscadelas e fechamento
dos olhos (como relatado por Polo et al., 2007). Essas reagdes sdo tipicas do estado
de sonoléncia do comeg¢o do sono em codornas, € eles anunciam o desenvolvimento do sono.

Analises estatisticas

Os dados foram analisados por andlise de variancia “one-way” (ANOVA)
¢ Bonferroni como pos-teste. O teste T-Student ndo pareado foi usado para comparar dois
grupos. As andlises foram feitas com o “software” Graph Pad Prism (versdo 4, Inc.,
San Diego, USA). Em todas as comparagdes, o nivel de significancia foi considerado como
p<0,05.
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RESULTADOS

A administracdo de TIO aumentou a frequéncia de fechamento dos olhos comparada
ao controle com salina (0,0 £ 0,0 vs. 82 = 19, p < 0,001, em 0-10 min;
Figura III.1). As aves dormiram rapidamente (em menos de 1 min), e ocorreu uma baixa
frequéncia dos estagios comportamentais preliminares, como MOR, ericamento das penas
e piscadelas.

Nenhuma dose administrada de BCC alterou a frequéncia das respostas
de erigamentos, MOR, piscadelas ou fechamento dos olhos (Figura II1.2).

Em baixa dose, a PTX (2 mg.kg™") provocou um estado de vigilia ativa caracterizado
por comportamentos como bicadas, movimentagdo, cabecga para fora da gaiola e esticamento
continuo do corpo e pescogo (dados ndo mostrados).

Uma dose intermediaria de PTX (4 mg.kg") fez com que as aves exibissem um estado
de vigilia moderada associado com aumento de MOR (1,5 + 0,6 vs. 7,7 £ 1,5, p < 0.05),
piscadelas (2,2 + 1.6 vs. 17,7 £ 3,5, p < 0.01) e fechamento dos olhos (0,0 + 0,0 vs. 7,0 + 2,1,
p < 0.05) apos 0-10 min de avaliagdo (Figura IIL.3). Respostas similares foram observadas
aos 10-20 min de observacao.

Com uma dose maior (8 mg.kg™), as aves apresentaram comportamentos semelhantes
a termorregulacdo imediatamente apds a injecdo, como abrir o bico, taquipnéia e crises
epiléticas. Aproximadamente trés minutos apds a injecao de PTX, as aves bateram na grade
da gaiola e apresentaram um andar cambaleante seguido por intenso tremor. Convulsdes
foram facilmente provocadas por estimulo sonoro.

Tratamento prévio com BCC (4 mg.kg"') ndo modificou as respostas de erigamento,
MOR ou piscadelas seguidas a administracdo de TIO (Figura II1.4 a—c). A BCC atenuou
o fechamento dos olhos induzido pela administracdo do TIO aos 0-10 min (8.2 £ 1.0
vs. 3.0 £ 1.0, p <0.05).

A PTX ndo modificou as respostas de erigamento, MOR ou piscadelas seguidas
a administracdo de TIO (Figura II1.4 a—c). Curiosamente, a PTX intensificou o fechamento
dos olhos quando combinada com a administracdo de TIO aos 0-10 min (8.2 + 1.0
vs. 17.8 £1.5,p<0.01) e aos 1020 min (2.3 £ 1.3 vs. 12.4+£2.7, p <0.01) (Figura I11.4 d).

Uma alta frequéncia de bocejos foi observada através das agdes hipnogénicas
do TIO e apos a dose intermedidria de PTX (dados ndo mostrados).
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Figura IIL1: Efeitos do tratamento com TIO (20 mgkg', sc) sobre a frequéncia
de comportamentos “sleep-like”. Dados apresentados como media £ SEM. * P < 0.05
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Figura IIL2: Efeitos do tratamento com BCC (1 e 4 mgkg', sc) sobre a frequéncia
de comportamentos “sleep-like”. Dados apresentados como media + SEM. Nao foram
encontradas diferencas significantes entre os grupos (ANOVA “one-way”)
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Figura I11.4: Efeitos dos tratamentos com BCC (4 mg.kg, sc) ou PTX (4 mg.kg, sc) sobre
a frequéncia de comportamentos “sleep-like” induzidos pelo tiopental (20 mg.kg™, ic). Dados
apresentados como media =+ SEM. ** p < 0.01 comparados ao grupo controle (ANOVA
“one-way”)
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DISCUSSAO

Estudos sobre os efeitos da sinalizagio do GABA em comportamentos do sono
em aves tém, frequentemente, envolvido o antagonista bicuculina € o agonista muscimol.
A maioria dos estudos tém registrado parametros de eletromiografia e eletroencefalografia
(Colom and Saggau, 1994; Bormann, 2000; Gottesmann, 2002). No entanto, em nosso estudo,
foi estudado o papel do receptor GABAA em comportamentos relacionados ao sono “sleep-
like” pelo uso de um modulador alostérico e antagonistas em codornas.

Os efeitos de inducdo hipnogénica do TIO foram confirmados em codornas,
semelhantes aqueles observados em mamiferos (Radil-Weiss and Styblova, 1967; Yamamoto,
2005). Na dose utilizada, o barbiturato induziu um aumento na frequéncia de fechamento
dos olhos com raros comportamentos preliminares associados ao sono, como aqueles
provocados pela serotonina, uma amina biogénica que atravessa a barreira hematoencefalica
em codornas apds administragdo periférica (Polo et al., 2007).

Durante repouso diurno, as codornas exibem alguns componentes do sono, como
MOR e piscadelas, em intervalos regulares. Sonoléncia também vem sendo descrita em outras
aves diurnas (Fuchs et al., 2006; Malleau et al., 2007). O tratamento com BCC nao afetou
significativamente esses breves episddios de estagio preliminar do sono no presente estudo.
Logo, foi visto que no descanso diurno, a BCC ndo exerceu uma acdo antagonista GABA
intrinseca em codornas.

A BCC combinada com o tiopental, ndo afetou as respostas ativadas pelo barbiturato
nos MOR e fechamento dos olhos. No frango doméstico, uma dose comparavel
de BCC antagonizou o sono induzido pelo GABA e benzodiazepinicos. Além disso,
o decréscimo induzido pelo GABA na atividade -eletromiografica e sincronizagao
na eletroencefalografia em galinhas foram antagonizados pela BCC (Wambebe, 1983).

O tratamento com PTX (um antagonista do receptor GABA,) exibiu resultados
intrigantes e paradoxais. Um efeito convulsivo foi observado com altas doses, como descrito
para ratos e galinhas (Jayakumar et al., 1999), enquanto uma dose intermedidria produziu
comportamentos “sleep-like”. Estes efeitos controversos da PTX, provavelmente, indicam que
existem dois diferentes sitios de receptores GABA, no cérebro de codornas com distintos
niveis de ativagcdo. Nesse contexto, ndo se pode descartar a hipdtese de que a PTX
age em duas diferentes areas cerebrais ou circuitos neuronais implicados em mecanismos
de controle opostos.

De acordo com os resultados do tiopental, ¢ interessante notar que a dose utilizada
(20 mg.kg™") causou efeitos hipndticos apenas nos primeiros dez minutos, enquanto a mesma
dose ¢ anestésica para galinhas quando administrada por via intra dssea (Valverde
et al., 1993). Em outro galinaceo, o pavao, inje¢do de tiopental por via intra celdmica
demanda uma alta dose (50 mg.kg"') para causar um efeito anestésico (Ayala-Guerrero et al.,
2003).

Takagi et al. (2003) investigaram as interagdes entre o acido pipecolico (o maior
metabolito intermedidrio da lisina que aumenta a liberacdo e inibe a recaptacdo de GABA)
e a PTX em galinhas neonatas. Esses autores mostraram que o acido pipecoélico estimula
o fechamento dos olhos enquanto as aves mantém uma posi¢do de agachamento e diminuem
a frequéncia de abertura dos olhos emu ma posi¢ao de pé (relacionadas ao sono ¢ a vigilia,
respectivamente). A administracdo de PTX atenuou significativamente as respostas
comportamentais “sleep-like”. No nosso estudo, a interagdo entre PTX e tiopental foi
examinada por observa¢do de outras categorias de comportamentos. Em contraste

60



aos resultados de Takagi et al. (2003), nés observamos que altas doses de PTX agem como
um agente excitatorio.

Existe uma dose limite critica para os protocolos com PTX. Uma alta dose
foi claramente excitatoria, exemplificada por convulsdes; essa dose convulsivante
da PTX resultou em um aumento do alerta e concomitante decréscimo em todos os estados
do sono (Langebartels ef al., 2001), em acordo com dados anteriores de Ali et al. (1999)
e Lancel et al. (1999).

No nosso estudo foi mostrado, pela primeira vez, que em codornas comportamentos
“sleep-like” sdo expressos sob ativacdo de receptores GABA,. Por outro lado, ndo podemos
descartar a probabilidade de que outro mediadores hipnogénicos sem propriedades
GABA¢érgicas podem induzir comportamentos‘‘sleep-like” em codornas. O tiopental induziu
comportamentos “sleep-like”, semelhantes aqueles evocados por administracdo periférica
de serotonina (Polo er al., 2007). E necessario determinar como a agdo do tiopental,
a atividade GABA¢érgica e a estimulagdo serotoninérgica interagem e, além disso, como
um bloqueio farmacoldgico individual influencia o efeito de uma ativagdo seguinte
de receptores tanto serotoninérgicos como GABAA.

Analisando os dados sobre os comportamentos, podemos hipotetizar que receptores
GABA. em codornas expressam diferentes sitios para PTX, ainda ndo descritos para
mamiferos. As respostas “sleeping-like” induzidas tanto pelo barbiturato quanto pela
PTX mostraram as mesmas propriedades neurofarmacoldgico-comportamentais, talvez
porque elas estejam correlacionadas com agdo em sitios idénticos do receptor GABA4.
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CONCLUSOES

E possivel que receptores GABA, em codornas expressem diferentes sitios para
PTX, ainda ndo descritos para mamiferos.

Como as respostas “sleeping-like” induzidas tanto pelo barbiturato quanto pela
PTX mostraram as mesmas propriedades neurofarmacoldgico-comportamentais, talvez
estejam correlacionadas com ag@o em sitios idénticos do receptor GABA,.
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CONCLUSOES GERAIS

A 5-HT, administrada perifericamente, ¢ capaz de permear a barreira hemato-
encefalica de codornas (BHE), diferentemente de mamiferos, evocando comportamentos
“sleep-like”;

Antagonistas 5-HT2A foram sem efeito, podendo significar que nao afetam
a permeabilidade da BHE a 5-HT;

Antagonistas 5-HT2C podem inibir os efeitos da 5-HT, possivelmente por bloquearem
os receptores localizados dentro da BHE;

A administragdo de L-HTP, precursor da 5-HT, ndo influenciou os niveis séricos
de melatonina, em codornas, durante todas as fases circadianas; apenas promoveu reducio nos
niveis de melatonina plasmatica noturna;

Os resultados indicam que L-HTP estd envolvido na regulacdo fisiologica
da biossintese de melatonina, contribuindo para expandir o conhecimento atual sobre
os mecanismos bioquimicos envolvidos na atividade pineal em codornas;

O rendimento serotoninérgico liberado da rafe mesencefalica para a pineal pode
constituir um mecanismo de modulacdo noturna da atividade da NAT e, conseqiientemente,
da sintese de melatonina

O receptor GABA, estd envolvido na regulacdo de comportamentos “sleep-like”
em codornas.
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CONSIDERACOES FINAIS

Futuros estudos precisam investigar as propriedades fisiologicas do sono em codornas,
uma vez que esse trabalho se limitou a aspectos comportamentais e neuroquimicos.

E necessario elucidar as agdes serotoninérgicas naturais concernentes a ativagio
de mecanismos autondmicos € somaticos para iniciagdo e estimulagdo do sono em codornas,
quanto aos comportamentos ericamento das penas, piscadelas e fechamento dos olhos.

E necessario determinar como a agdo do TIO, a atividade GABAérgica
e a estimulacdo serotoninérgica interagem e, além disso, como um bloqueio farmacolédgico
individual influencia o efeito de uma ativagdo seguinte de receptores tanto serotoninérgicos
como GABA,.
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