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SEROTONINA E CONTROLE RESPIRATÓRIO DE FRANGOS (Gallus gallus 

domesticus) 

 

 

RESUMO – Variações na PCO2/pH sanguíneo em vertebrados são 
detectadas, principalmente, pelos quimiorreceptores centrais. Em aves, os tipos 
de neurônios quimiossensíveis intermediadores da resposta ventilatória não são 
conhecidos, assim como sua localização. Por outro lado, em mamíferos, sabe-
se que estes quimiorreceptores compreendem uma grande população neuronal 
e estão distribuídos no sistema nervoso central. Dentre os tipos de 
quimiorreceptores centrais, em mamíferos, destacam-se os neurônios 
serotoninérgicos (5-HT) contidos em elevada concentração na rafe e que 
possuem projeções às principais regiões envolvidas na regulação da respiração. 
A partir do exposto, objetivou-se verificar a participação da serotonina no controle 
respiratório de frangos. Foram utilizados pintos carijós machos e fêmeas, em 
dois conjuntos experimentos com abordagem distintas que propuseram reduzir 
o conteúdo de serotonina liberado no espaço sináptico em resposta à 
hipercapnia e à hipóxia. O primeiro com deleção química dos neurônios 5-HT, 
mediante a injeção de 1µL de anti-SERT-SAP (0,1µM) no quarto ventrículo (4V), 
os grupos controle receberam injeções de PBS e IgG-SAP. O segundo 
experimento por inibição da biossíntese de serotonina pela p-clorofenilalanina 
(PCPA) em 100mg/kg i.p. (animais controles receberam salina 0,9% ou solução 
veículo). O anti-SERT-SAP reduziu o número de neurônios 5-HT no 
rombencéfalo dos pintos (P<0,05). Os animais anti-SERT-SAP apresentaram 
menor frequência respiratória (FR) que os controles em ar ambiente (P<0,05). 
Quando foram expostos à hipercapnia de 7%, a ventilação (VE) desses animais 
foi atenuada, sendo associada a menor FR apresentada pelos mesmos (P<0,05). 
O volume corrente (VT) não diferiu entre os tratamentos em hipercapnia (P>0,05). 
Quando os animais foram expostos à hipercapnia associada à hiperóxia, onde a 
quimiorrecepção periférica foi silenciada, a resposta à hipercapnia não foi 
identificada, demonstrando que a ação dos neurônios serotoninérgicos em 
frangos pode ser dependente da quimiorrecepção periférica. A deleção dos 
neurônios 5-HT não influenciou a resposta ventilatória à hipóxia (P>0,05). A 
PCPA reduziu a utilização da 5-HT na rafe e coluna respiratória do bulbo dos 
pintos (P<0,05). Esses animais tiveram a FR atenuada em ar ambiente (P<0,05). 
A menor taxa de 5-HT metabolizada encontrada não foi suficiente para mostrar 
seu papel na resposta ventilatória de frangos à hipercapnia visto que estes 
animais não diferiram dos animais que receberam solução veículo (P>0,05). Não 
houve diferença significativa entre os tratamentos para os parâmetros 
mensurados em hipóxia (P>0,05). De acordo com os resultados conclui-se que 
a serotonina apresenta um papel tônico excitatório no controle da frequência 
respiratória de frangos. E os neurônios serotoninérgicos participam da resposta 
ventilatória à hipercapnia, com dependência das aferências dos 
quimiorreceptores periféricos. Estes neurônios não participam da resposta 
ventilatória à hipóxia em frangos. 

Palavras-chave: anti-SERT-SAP, aves, neurônios serotoninergicos, p-
clorofenilalanina, ventilação pulmonar 
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SEROTONIN AND RESPIRATORY CONTROL OF CHICKENS (Gallus galus 
domesticus) 

 

ABSTRACT - Variations in PCO2/pH blood in vertebrates are mainly 
detected by central chemoreceptors. In birds, the types of chemosensitive 
neurons mediating the ventilatory response are not known, as is their location. 
On the other hand, in mammals, it is known that these chemoreceptors comprise 
a large neuronal population and are distributed in the central nervous system. 
Among the types of central chemoreceptors in mammals, serotoninergic (5-HT) 
neurons are found in high concentration in the raphe and have projections to the 
main regions involved in the regulation of respiration. From the above, we aimed 
to verify the participation of serotonin in respiratory control of broilers. Male and 
female carybush chicks were used in two sets with distinct approaches that 
proposed to reduce the serotonin content released in the synaptic space in 
response to hypercapnia and hypoxia. The first with chemical deletion of 5-HT 
neurons, by injecting 1μL of anti-SERT-SAP (0.1μM) into the fourth ventricle (4V), 
the control groups received injections of PBS and IgG-SAP. The second 
experiment by inhibition of serotonin biosynthesis by p-chlorophenylalanine 
(PCPA) at 100mg/ kg i.p. (control animals received 0.9% saline or vehicle 
solution). Anti-SERT-SAP reduced the number of 5-HT neurons in the hindbrain 
of chicks (P <0.05). Anti-SERT-SAP animals presented lower respiratory rate 
(RF) than controls in ambient air (P<0.05). When they were exposed to 
hypercapnia of 7%, the ventilation (VE) of these animals was attenuated, being 
associated with the lower FR presented by them (P<0.05). The tidal volume (VT) 
did not differ between treatments in hypercapnia (P>0.05). When the animals 
were exposed to hypercapnia associated with hyperoxia, where peripheral 
chemoreception was silenced, the response to hypercapnia was not identified, 
demonstrating that the action of serotonergic neurons in chickens may be 
dependent on peripheral chemoreception. Deletion of 5-HT neurons did not 
influence the ventilatory response to hypoxia (P> 0.05). PCPA reduced the use 
of 5-HT in the medullary raphe and respiratory column of the chick (P <0.05). 
These animals had the FR attenuated in room air (P<0.05). The lower metabolised 
5-HT rate found was not sufficient to show its role in the ventilatory response of 
broilers to hypercapnia since these animals did not differ from the animals 
receiving vehicle solution (P>0.05). There was no significant difference between 
treatments for the parameters measured in hypoxia (P>0.05). According to the 
results, it is concluded that serotonin presents an excitatory tonic role in 
controlling the respiratory rate of chickens. The serotonergic neurons participate 
in the ventilatory response to hypercapnia, with dependence on peripheral 
chemoreceptor afferents. These neurons do not participate in the ventilatory 
response to hypoxia in chickens. 
Keywords: anti-SERT-SAP, birds, serotonergic neurons, p-chlorophenylalanine, 
pulmonary ventilation 
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CAPÍTULO 1 - Considerações gerais 

 

1. Introdução 

 

A carne de frango é a mais produzida no mundo, atingindo 

aproximadamente 89 milhões de toneladas em 2016 (Abpa, 2017). Os Estados 

Unidos detém a liderança dessa produção com 20,5%, sendo seguido pelo Brasil 

que é responsável por, aproximadamente, 14,5% (Abpa, 2017). Trata-se de um 

sistema de produção intensificado que ocorre sob diversas condições 

edafoclimáticas (Belusso e Hespanhol, 2010). No que concerne  

à produção em larga escala, para que esta seja maximizada, a tempo e custo 

mínimos, são adotadas criações em altas taxas de lotação por metro quadrado 

(Figueiredo, 2002). A maior densidade de criação, por sua vez, promove o 

aumento de excretas no galpão que, em condições de má ventilação, aumenta 

a concentração de gases tóxicos oriundos da sua fermentação tais como amônia 

(NH3) e dióxido de carbono (Gates et al., 2005). O aumento no nível de CO2 

também provém dos processos metabólicos dos frangos, sendo eliminados 

pelas vias aéreas (Powell, 2015). 

A qualidade do ar nos galpões aviários também pode ser comprometida 

pela menor pressão parcial de O2 como ocorre em elevadas altitudes. A 

saturação relativa de O2 pode reduzir 1% a cada 500 m (Julian, 2000), onde a 

2054m a PO2 fica em torno de 592 mmHg (Mirsalimi et al., 1993). A inadequada 

saturação gasosa, por sua vez, limita a disponibilidade de O2 para atender a alta 

demanda metabólica dos animais, impactando no seu desempenho, visto que 

machos White Lerghorn criados em aproximadamente 3800 m de altitude 

apresentam menor peso corporal que os criados ao nível do mar (Abati e 

Mcgrath, 1973). 

Em agravamento, os frangos de corte, dentre as aves, são susceptíveis a 

outros problemas metabólicos decorrente do restrito desenvolvimento de órgãos 

críticos como coração e pulmão, inferindo no funcionamento do sistema 

cardiorrespiratório (Wideman et al., 2010; Tickle et al., 2014). Podem, inclusive, 

desenvolver desordens metabólicas tais como a síndrome da hipertensão 

pulmonar ou ascite e morte súbita (Wideman et al., 2010). 
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À medida que a demanda de oxigênio aumenta, uma variedade de 

respostas asseguram seu suprimento, estas envolvem os pulmões, a mecânica 

respiratória, a circulação pulmonar, transporte de oxigênio e dióxido de carbono 

no sangue, trocas gasosas pulmonares e teciduais e coordenação de todos 

esses mecanismos pelo sistema de controle respiratório (Powell, 2015). A 

qualidade do ar também pode influenciar a eficiência desse sistema, pois, 

elevada concentração de CO2 reduz a tonicidade da musculatura lisa contida na 

parede dos brônquios aumentando a resistência ao fluxo de ar nos brônquios 

primários e secundários caudais de patos (Molony et al., 1976). A redução no 

fluxo do gás nesses dutos pode inferir na sua difusão pelos parabrônquios, 

comprometendo as trocas gasosas (Molony et al., 1976). 

Em resposta a crescentes níveis de CO2, aves aumentam o volume 

corrente e, consequentemente a ventilação (Powell et al., 1978). O padrão de 

resposta pode ser influenciado por fatores biológicos na mesma espécie tais 

como genética, idade e sexo (Everaert et al., 2011; Espinha et al., 2014; 

Burggren et al., 2015). Estudo avaliando a anatomia pulmonar da raça doméstica 

Hissex Brown e seu progenitor Red Jungle, em diferentes idades, concluiu que 

a capacidade anatômica de difusão do oxigênio por unidade de peso corporal é 

menor nas aves domésticas ao 7º e 30° dia de vida, bem como no adulto 

(Vidyadaran et al., 1987). Logo, as trocas gasosas nas aves domésticas 

aparentam ser inferiores, podendo influenciar a resposta a estímulos químicos 

como hipercapnia e hipóxia. 

Espinha et al. (2014), ao avaliarem as respostas ventilatórias, a 7% de 

CO2 de pintos (Gallus gallus), machos e fêmeas, com 10 e 21 dias de idade, 

observaram aumento na ventilação em todos os grupos. A partir desses 

resultados, conclui-se que pintos, com 10 dias de idade, já respondem 

efetivamente a estímulos hipercápnicos, de modo equivalente entre os sexos 

(Espinha et al., 2014). Com a maturação sexual, galos apresentam maior volume 

corrente e menor frequência respiratória que as fêmeas em repouso (King e 

Payne, 1964). Em hipercapnia, do mesmo modo, patos adultos não castrados 

apresentam maior volume corrente que patas, decaindo a frequência respiratória 

nos mesmos (Dodd et al., 2007). 

Já em hipóxia, pintinhos de um dia aumentam a ventilação, por acréscimo 

na frequência respiratória, e reduzem o consumo de V̇O2, dependentemente do 
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peso (Mortola, 2010). Segundo Mortola (2010), pintinhos que nascem com maior 

peso apresentam maior resposta ventilatória e taxa metabólica a 10% de O2, 

embora o equivalente ventilatório (V̇E/V̇O2) e a quimiossensibilidade não altere 

com o peso corporal (Mortola, 2010). 

O padrão de resposta ventilatória ao estímulo gasoso, por sua vez, é 

estabelecido por controladores centrais, ativados por quimiorreceptores centrais 

e periféricos (Powell, 2015). 

Os quimiorreceptores centrais são responsáveis pela maior parte da 

resposta ventilatória de aves à elevada PCO2 (Milsom et al., 1981), no entanto, 

não se sabe onde estão localizados nem quais são os neurônios 

quimiossensíveis. Em mamíferos, sabe-se que estes quimiorreceptores estão 

amplamente distribuídos no sistema nervoso central (SNC) em diferentes sítios 

(O'regan e Majcherczyk, 1982; Milsom, 2002) como o núcleo do trato solitário 

(NTS), locus coeruleus (LC), núcleo retrotrapezóide (RTN), regiões específicas 

do hipotálamo e a rafe bulbar (Coates et al., 1993; Nattie e Li, 2009; Da Silva et 

al., 2012). 

A rafe, por sua vez, localiza-se na linha média da superfície ventral do 

tronco encefálico de ratos e é composta por vários tipos de neurônios 

quimiossensíveis tais como os serotoninérgicos (Corcoran et al., 2009). Os 

neurônios 5-HT são o principal tipo celular envolvidos na quimiorrecepção central 

de mamíferos (Mason, 1997; Gao e Mason, 2001; Corcoran et al., 2009), 

possuindo projeções a núcleos respiratórios da ponte e do bulbo (Connelly et al., 

1989; Gang et al., 1991). Além de enviar projeções aos motoneurônios do nervo 

frênico e hipoglosso (Hosogai et al., 1998; Richerson, 2004; Ptak et al., 2009). 

Frangos também possuem rafe ao longo do tronco encefálico, sendo esta 

constituída por diversas somatas de neurônios serotoninérgicos (Yamada et al., 

1984), porém não há estudos avaliando sua participação na quimiorrecepção 

central. Sendo este o primeiro trabalho a avaliar a participação nos neurônios 5-

HT da rafe na quimiorrecepção central de frangos. 

Diante do amplo padrão de resposta ventilatória de frangos frente às 

concentrações gasosas, conhecer seu sistema respiratório fisiologicamente, 

bem como os mecanismos de regulação torna-se o recurso primordial para 

desenvolver alternativas ao bem estar dos animais nas diversas condições de 

criação. 
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2. Objetivos 

 

2.1. Objetivo geral 

 

Verificar a participação da serotonina no controle respiratório de frangos 

(Gallus gallus domesticus). 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

Avaliar a participação dos neurônios serotoninérgicos, por meio de lesão 

química, na resposta ventilatória de frangos à hipercapnia, hipercapnia 

associada à hiperóxia e à hipóxia; 

Avaliar o papel da depleção de serotonina na resposta ventilatória de 

frangos à hipercapnia e hipóxia. 

 

3. Revisão de literatura 

 

3.1. Sistema respiratório de frangos (Gallus gallus domesticus) 

 

O sistema respiratório de frangos tem como função primordial promover 

trocas gasosas. A partir destas, suprir a demanda de oxigênio (O2) para os 

processos fisiológicos como o crescimento muscular, bem como, eliminar o 

dióxido de carbono (CO2) oriundo das reações metabólicos. A estrutura do 

sistema respiratório aviário é muito diferente de mamíferos e algumas dessas 

diferenças possibilitam trocas gasosas mais eficientes, sendo soluções 

evolutivas às limitações e restrições impostas por fatores como filogenia, 

comportamento e ambiente em que vivem (Maina, 2002; Duncker, 2004; Powell, 

2015). 

 

3.1.1. Estrutura e mecânica respiratória de frangos 

 

O sistema respiratório de frangos é, fundamentalmente, composto por 

pulmões rígidos cujo ducto aéreo se ramifica em brônquio primário 
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intrapulmonar, brônquios secundários, médio-dorsal, médio-ventral, latero-

dorsal e latero-ventral, e parabrônquios, paleomulmonar e neopulmonar 

(Duncker, 1974). Além de nove sacos aéreos, sendo um saco aéreo 

interclavicular, um par de sacos aéreos cervicais, um par torácico cranial, um par 

torácico caudal e um par abdominal (Maina et al., 1989; O'connor e Claessens, 

2005).  

Os sacos aéreos estão conectados aos brônquios primários ou 

secundários através dos óstios e promovem ventilação superficial e rápida aos 

pulmões e aos capilares aéreos (Duncker, 1974). Não promovem troca gasosa 

visto que são pouco vascularizados pela circulação sistêmica. Por meio dos 

mesmos, os frangos podem capturar um volume de ar corrente relativo maior 

que mamíferos de mesmo peso, potencializando a capacidade de oxigenação 

do sangue (Bouverot, 1978; Duncker, 1978; Farmer, 2006; Powell, 2015; Harvey 

e Ben-Tal, 2016). 

Além destas características, diferentemente dos mamíferos, os frangos 

não possuem diafragma muscular separando o corpo em cavidades torácica e 

abdominal. Em substituição, possuem três septos circundantes (Duncker, 1974). 

Um septo que cobre a superfície ventral dos pulmões ligado às fibras do músculo 

costo-pulmonar, localizado ente a 3ª e 7ª costela, que tem atividade durante a 

expiração, um septo oblíquo separando os sacos aéreos das vísceras e um septo 

pós-hepático (Gargaglioni et al., 2017). Apresentam, portanto, uma cavidade 

toracoabdominal denominada celoma, um compartimento mecânico cujas 

pressões são relativamente uniformes. As alterações de pressão na cavidade 

celomática decorrente da contração ativa e recuo elástico dos músculos das 

costelas e esterno geram os movimentos respiratórios (Fedde, 1998). Quando a 

musculatura relaxa, a cavidade celomática expande, reduzindo sua pressão 

interna a níveis mais baixos que a atmosférica, e o ar entra. 

A massa de ar leva cerca de dois ciclos respiratórios para percorrer todo 

o circuito respiratório aviário (Cohn e Shannon, 1968). Na primeira inspiração, o 

ar adentra por duas vias, pelas narinas ou pelo bico, por intermédio da cóana, 

atingindo a cavidade nasal. Em seguida, passa pelas conchas nasais onde é 

filtrado, aquecido e umidificado. O ar inspirado segue à laringe onde será filtrado, 

impedindo a entrada de corpos estranhos na traqueia via epiglote. No final da 

traqueia, o ar passa pela siringe, uma bifurcação aos brônquios primários que 
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penetram nos pulmões, esquerdo e direito, sendo chamado de brônquios 

primários intrapulmonares. Os brônquios primários intrapulmonares conduzem o 

ar aos sacos aéreos caudais, ou seja, aos sacos aéreos abdominais e sacos 

aéreos torácico caudal (Powell et al., 1981). O ar chega aos sacos aéreos 

abdominais por conexão direta com os brônquios primários mediante 

afunilamento na porção caudal do mesmo, e pelos brônquios secundários latero-

dorsal e médiodorsais, passando pelos parabrônquios neopulmonares. Para os 

sacos aéreos torácicos caudais, o ar é conduzido pelos brônquios secundários 

latero-ventrais (Cohn e Shannon, 1968). Parte do ar contido nos brônquios 

secundários médio-dorsal é conduzido aos parabrônquios paleopulmonares, 

principal sítio de troca gasosa. Na primeira expiração, o ar sai dos sacos aéreos 

caudais pelas mesmas vias e são conduzidos ao parabrônquio paleomulmonar. 

Na segunda inspiração, a massa de ar resultante sai dos parabrônquios 

paleopulmonares, passa pelos brônquios secundários medioventrais e atinge os 

sacos aéreos craniais; sacos aéreos torácicos craniais, cervicais e clavicular 

(Bech e Johansen, 1980). Finalmente, na segunda expiração, o ar é expelido dos 

sacos aéreos craniais pelos brônquios secundários medioventrais para os 

brônquios primários intrapulmonar e traqueia (Cohn e Shannon, 1968; Powell et 

al., 1981). 

Assim a massa de ar no sistema respiratório aviário segue um fluxo 

unidirecional em quase todo trato, visto que nos parabrônquios neopulmonares 

o fluxo é bidirecional (Duncker, 1974; Harvey e Ben-Tal, 2016). O fluxo 

unidirecional do ar é comumente associado a válvulas aerodinâmicas e arranjos 

anatômicos das vias aéreas (Butler et al., 1988). Aves possuem um 

estreitamento nos brônquios primários, denominado segmentum accelerans, que 

aumenta a velocidade do ar no interior deste brônquio em sentido caudal, o que 

impede a condução do ar aos brônquios secundários medioventrais (Powell et 

al., 1981; Brown et al., 1995). A eficiência da válvula aerodinâmica está 

associada a velocidade e densidade do gás (Banzett et al., 1978; Fedde, 1998). 

Esta topografia, no entanto, não é o único fator responsável pelo fluxo 

unidirecional visto que crocodilianos com semelhante ancestralidade 

apresentam a mesma dinâmica de fluxo, mas não possuem esta constrição 

(Sanders e Farmer, 2012; Farmer, 2015). A dinâmica do ar no trato respiratório 

aviário garante que quase todo o ar inspirado passe pelos parabrônquios, 
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possibilitando que as trocas gasosas sejam realizadas tanto na inspiração 

quanto na expiração o que as torna mais eficientes na captura de oxigênio e 

eliminação de CO2 em comparação aos mamíferos (Powell et al., 1981; Orosz e 

Lichtenberger, 2011). 

 

3.1.2. Trocas gasosas 

 

As trocas gasosas ocorrem em corrente cruzada, na parede dos 

parabrônquios (Maina et al., 1989). A parede dos parabrônquios é formada por 

anéis de tecido muscular liso que possuem abertura (átrios) que se afunilam do 

lúmen parabronquial à periferia, gerando infundíbulos que se ramificam dando 

origem aos capilares aéreos (Abdalla e King, 1975; West, 2009). 

Os capilares aéreos são entrelaçados, perpendicularmente, por capilares 

sanguíneos onde formam o tecido de trocas gasosas ou barreira ar-sangue 

(Abdalla et al., 1982). Com esse arranjo estrutural, a corrente cruzada é 

estabelecida pelo movimento convectivo do gás do lúmen parabrônquico, 

difusão do O2 deste fluxo de gás pela barreira ar-sangue à vênulas que estão 

localizadas imediatamente abaixo do epitélio da lúmen do parabrônquio e 

difusão do CO2 contido no sangue venoso pelos capilares aéreos à convectiva 

fluxo de gás (Abdalla e King, 1975; 1976). O sangue venoso, com baixa PO2 e 

alta PCO2, é transportado aos parabrônquios pela artéria pulmonar onde atinge 

as artérias parabronquiais, possibilitando a difusão do CO2. E o sangue 

oxigenado, sai dos pulmões pelas veias infundibulares, passando pelas veias 

septais, atriais e interparabronquiais, atingindo, finalmente, as veias pulmonares.  

As trocas gasosas ocorrem ao longo do parabrônquio. Assim, a PO2 do sangue 

arterial na saída do pulmão é estabelecida pela captação de O2 de todos os 

capilares dos parabrônquios ao longo do ciclo respiratório (Powell et al., 1981). 

 

3.2. Controle do ciclo respiratório em vertebrados 

 

O ciclo respiratório, decorrente de pressão negativa, compreende a 

entrada e saída de ar coordenada por fases que varia entre as classes de 

vertebrados. 
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Em aves o ciclo respiratório em repouso é determinado por inspiração e 

expiração ativa (Powell, 2015). 

Enquanto mamíferos apresentam três fases, sendo inspiração ativa, pós-

inspiração (início da expiração) e expiração passiva (Richter, 1982). Porém, em 

condições de elevada demanda metabólica, a expiração torna-se ativa e o ciclo 

ventilatório apresenta 4 fases; inspiração ativa, constrição das vias aéreas com 

frenagem diafragmática, uma pausa (para maximizar as trocas gasosas) e, 

então, expiração ativa (Feldman et al., 2013; Jenkin et al., 2017). 

Em répteis e mamíferos marinhos as fases consistem em expiração ativa, 

inspiração ativa, fechamento glótico e uma pausa; apnéia ou suspensão da 

respiração (Jenkin et al., 2017). 

Anfíbios, representando, evolutivamente, a conquista do ambiente 

terrestre, apresentam mecanismos respiratórios variados com o meio em que 

vivem. Em anfíbios aquáticos, o ritmo respiratório é contínuo através de 

brânquias, enquanto os anfíbios terrestres comumente exibem ventilação 

contínua da cavidade bucofaríngea e intermitente dos pulmões. Nestes, o ciclo 

respiratório é dividido em quatro fases; expansão inicial da cavidade oral para 

captura de ar, abertura da epiglote com mistura do ar fresco com o pulmonares, 

compressão bucal conduzindo o gás aos pulmões e exalação do gás com o 

fechamento da epiglote (Gargaglioni e Milsom, 2007). Peixes possuem ciclo 

respiratório contínuo (equivalente aos anfíbios aquáticos) e capturam O2 

mediante bombas bucal e opercular (Taylor et al., 2010). 

As fases do ritmo respiratório, por sua vez, provém da ação de 

controladores motor no sistema nervoso central, ativados por neurônios 

sensitivos mediante estímulos no ambiente interno e externo (Macari e Givisiez, 

2002). Assim, são modulados por vários reflexos, incluindo o controle por 

“feedback” negativo, para manter a homeostase da gasometria arterial e do pH. 

Estes reflexos ventilatórios possuem o componente sensorial ou aferente, 

componente controlador e integradores do sistema nervoso central e 

componente motor ou eferente (Powell, 2015). O componente controlador do 

sistema nervoso central (SNC), juntamente com seus integradores, são 

responsáveis pelo padrão respiratório. 
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3.2.1. Regiões encefálicas envolvidas no controle da respiração em vertebrados 

 

As primeiras sugestões da localização dos geradores do ritmo respiratório 

foram a partir das observações de Galeno acerca das lesões bulbares em 

gladiadores, onde os feridos acima do pescoço paravam de respirar (Greer e 

Funk, 2016). Posteriormente, estudos realizados mediante remoção de 

estruturas encefálicas, cortes sagital e coronal, do tronco encefálico e 

estímulação elétrica no mesmo, identificaram regiões da ponte e do bulbo como 

geradores do ritmo respiratório em mamíferos (Cohen, 1971; Smith et al., 1991; 

Alheid et al., 2004; Milsom et al., 2004). As três principais regiões são o Grupo 

Respiratório Pontino (PRG), Grupo Respiratório Dorsal (DRG) e Coluna 

Respiratória Ventral (VRC). Estas contém grandes populações de neurônios 

respiratórios classificados com base na fase em que estão ativos; inspiração, 

pós-inspiração e expiração passiva ou ativa e seus padrões de disparo, 

decremento ou incremento (Otake et al., 1989; Dick et al., 1994; Greer e Funk, 

2016). 

O PRG localiza-se em uma região dorsolateral da ponte, englobando a 

região parabraquial lateral (LPBr) e o núcleo Kölliker-Fuse; KF (Dutschmann e 

Dick, 2012). Neurônios glutamatérgicos da região parabraquial e núcleo Kölliker-

Fuse atuam no controle do tempo expiratório, aumentando a frequência 

respiratória (Chamberlin, 2004; Zuperku et al., 2017; Zuperku et al., 2018), 

apresentando papel excitatório (Mizusawa et al., 1995). 

O DRG é uma região pertencente ao núcleo do trato solitário (NTS).  Para 

respiração espontânea em ratos, os neurônios de aumento inspiratórios 

(neurônios AUG-I) são ativados, enquanto a atividade dos neurônios expiratórios 

diminuem neste núcleo, não diferindo qualitativamente dos grupos respiratórios 

ventrais (Takeda e Masumoto, 1997). 

A VRC é uma coluna de neurônios na região ventral do tronco encefálico, 

que se estende do núcleo facial na ponte até a região caudal do bulbo (Jones et 

al., 2016). Comporta diversos sítios tais como complexo Bötzinger (BötC), 

complexo pré-Bötzinger (preBötC), grupo respiratório ventral rostral (rVRG) e 

Grupo Respiratório Ventral Caudal (cVRG) (Ramirez e Baertsch, 2018). Grupo 

Respiratório Ventral Rostral (rVRG) e Grupo Respiratório Ventral Caudal 

(cVRG). Podendo incluir também o Grupo Respiratório Parafacial (pFRG) e 



10 
 

 

Núcleo Retrotapezóide; RTN (Ramirez e Baertsch, 2018). Cada região possui 

função específica na geração e padrão do ritmo respiratório. O preBötC 

identificado como o centro gerador do ritmo inspiratório (oscilador inspiratório), 

cuja ação está relacionada à excitação de neurônios que expressam o gene 

DBX1 (Smith et al., 1991; Vann et al., 2018). O complexo pFRG/RTN atua no 

controle da expiração ativa (oscilador expiratório), recrutando músculos 

abdominais expiratórios (Janczewski e Feldman, 2006; Pagliardini et al., 2011; 

Feldman et al., 2013) como ocorre, por exemplo, em 7% de hipercapnia (Leirão 

et al., 2018). O pFRG e o RTN, no entanto, apresentam diferente população 

neuronal, distinguindo o mecanismo para gerar a respiração ativa (Pisanski e 

Pagliardini, 2018). Os grupos de controle respiratório possuem conexões 

neuronais entre si, atuando no controle e integração motora dos ritmos 

respiratórios (Bochorishvili et al., 2012; Yang e Feldman, 2018). 

Estes circuitos envolvidos no controle da ventilação tem sido bem 

explorados em modelos animais, principalmente utilizando roedores (ratos e 

camundongos). Em aves, o controle da respiração não está bem elucidado como 

observado em mamíferos, havendo poucos estudos. No entanto, foi 

demonstrado que embrião de frangos apresentam progenitores que expressam 

a proteína DBx responsáveis pela formação de neurônios geradores de ritmo 

inspiratório em mamíferos (Pierani et al., 1999; Pierani et al., 2001). Assim a 

atividade espontânea no sistema nervoso central em desenvolvimento ocorre 

antes que o cérebro responda a estímulos sensoriais externos, e aparece no 

rombencéfalo (ponte e bulbo) e na medula espinhal como descargas elétricas 

rítmicas dos nervos cranianos e espinhais. 

A atividade respiratória espontânea em aves recruta uma grande 

população de neurônios e se propaga sobre uma ampla região do sistema 

nervoso central (Momose-Sato e Sato, 2016). Desse modo, o rombencéfalo 

parece articular a rede rítmica, influenciando as redes posteriores de controle 

respiratório do tronco encefálico (Chatonnet et al., 2002). No frango adulto, Peek 

et al. (1975) mostraram que uma rede de neurônios bulbares, com projeções à 

músculos inspiratórios e expiratórios. Essa rede estimula a resposta ventilatória 

à hipercapnia associada à hiperóxia (mistura gasosa de 10% de CO2 e 90% de 

O2). Além de controladores bulbares, Richards (1971) demostrou que o 

mesencéfalo de frangos e pombos também apresenta controle sobre a 
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frequência respiratória. Pois uma área dorsal do mesencéfalo, anatomicamente 

homóloga e fisiologicamente análoga ao centro pneumotáxico da ponte dos 

mamíferos, ao receber estímulo elétrico, gerou taquipnéia. E a ablação do 

mesmo inibiu a resposta das aves mediante o estímulo. 

Nas outras classes de vertebrados, também há poucos trabalhos 

retratando os geradores centrais do ciclo respiratório. No entanto, sabe-se que 

os sítios em questão também encontram-se no tronco encefálico (Gargaglioni e 

Milsom, 2007; Taylor et al., 2010). Acredita-se que existam múltiplos sítios 

geradores do ritmo respiratório em répteis (Taylor et al., 2010). Atestada por 

Douse e Mitchell (1990) que comprovaram atividade ritmica episódica dos 

motoneurônios espinhais e cranianos, IX, X, XI e XII, em tartarugas. Em rã touro 

a respiração episódica está associada ao núcleo do istmo do tronco encefálico, 

estrutura mesencefálica equivalente neuroanatomia pontina de mamíferos, 

responsável pela redução do volume corrente em resposta à hipóxia (Gargaglioni 

e Branco, 2004). Enquanto, a ventilação, por aumento da frequência respiratória 

é produzida por atividade motora dos nervos trigêmeo, facial e vago, V, VII e X 

respectivamente (Gargaglioni et al., 2007; Gargaglioni e Milsom, 2007). Também 

há registro de atividade neural espontânea, relacionada à respiração, nas raízes 

dos nervos V, VII, IX, X e XII, que inervam os músculos respiratórios, juntamente 

com o núcleo descendente do trigêmeo e a formação reticular, em lampréias 

(Rovainen, 1985; Russel, 1986), tubarão (Taylor et al., 2006), peixe dourado 

(Cote et al., 2014), tambaqui (Reid et al., 2003) e bagre (Sundin et al., 2003). 

Indicando que, em peixes, com ou sem mandíbula, parte do padrão motor da 

respiração é gerado e coordenado na metade rostral do bulbo (Taylor et al., 

2009; Taylor et al., 2010). 

Independentemente da classe dos vertebrados, o ciclo respiratório surge 

a partir da interação dinâmica entre os mecanismos ritmogênicos. Estes são 

direcionados por diferentes tipos de neuromoduladores e interações sinápticas 

entre microcircuitos distribuídos entre as regiões do SNC (Ramirez e Baertsch, 

2018). Porém, quando um dos circuitos é interrompido, pode ocorrer 

compensação neuromodulatória (Langer et al., 2017a; b). Assim, o sistema de 

controle respiratório é dinâmico e plástico, sendo capaz de satisfazer uma 

enorme variação de demanda metabólica frente aos estímulos (Feldman et al., 

2003). Para a respiração, a pressão parcial de oxigênio (PO2) e dióxido de 
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carbono (PCO2) e os níveis de pH no sangue, tecido e cérebro são os estímulos 

primordiais, cuja percepção provém de quimiorreceptores (Milsom, 2002; Taylor 

et al., 2009; Taylor et al., 2010; Feldman et al., 2013; Greer e Funk, 2016). 

  

3.2.2. Quimiorreceptores: tipos e atuação 

 

Em vertebrados, a quimiorrecepção é realizada por quimiorreceptores 

periféricos e centrais com localização e atuação específica (O'regan e 

Majcherczyk, 1982; Milsom, 2002). Em adição, aves e alguns répteis como, 

crocodilos, serpentes e lagartos, possuem quimiorreceptores intrapulmonares 

(Milsom et al., 2004). 

Os quimiorreceptores periféricos, células glômus, são sensíveis a 

alterações na PaO2, PaCO2 e pH do plasma (O'regan e Majcherczyk, 1982; 

Powell e Hempleman, 1990; Milsom, 2002). As células glômus são encontradas 

no terceiro arco branquial em peixes, labirinto carotídeo em anfíbios e nos corpos 

carotídeos de mamíferos, aves e alguns répteis (O'regan e Majcherczyk, 1982; 

Hempleman e Warburton, 2013; Reichert et al., 2015; Reyes et al., 2015). 

Os corpos carotídeos são órgãos ovóides com menos de 1mm de 

diâmetro e localizam-se na bifurcação da artéria carótida na parte superior do 

pescoço em mamíferos e alguns répteis (Hempleman e Warburton, 2013). Em 

aves, estes órgãos bilaterais são encontrados dentro da cavidade torácica ao 

lado da artéria carótida comum, cranial da origem da artéria subclávia e 

adjacente à tireóide, paratireoides e glândulas ultimobranquiais (Yamatsu e 

Kameda, 1995; Kameda, 2002). As células glômus aviárias também são 

encontradas nas paredes da carótida comum e seus ramos (Kameda, 2002). 

Esses órgãos são ricamente perfundidos por um ramo da artéria carótida, e 

recebem inervação vagal e motora simpática e parassimpática (Kobayashi, 

1969; Hempleman e Warburton, 2013). 

Informações periféricas sobre hipóxia ou hipercapnia aferem ao Sistema 

Nervoso Central (SNC), por meio do nervo glossofaríngeo, por potenciais de 

ação do corpo carotídeo. Ratos Wistar, tartarugas (Chrysemys picta) e lagartos 

(Tupinambis merianae) vagotomizados tem resposta ventilatória (frequência 

respiratória e volume corrente) atenuada (Milsom e Jones, 1980; Lemes e 

Zoccal, 2014; Reichert et al., 2015). Em aves, como exemplo patos, os 
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quimiorreceptores arteriais também podem responder a oscilações na PaO2 e 

PaCO2, aumentando a frequência respiratória e ventilação (Milsom et al., 1981; 

Hempleman et al., 1992). No entanto, os neurônios quimiossensíveis e as vias 

ativadas, são específicos ao estímulo, baixa PO2 ou elevada PCO2, 

apresentando mecanismos equivalentes em mamíferos (Nye e Powell, 1984; 

Powell e Hempleman, 1990). 

Os quimiorreceptores centrais são sensíveis à mudanças na PaCO2 e 

pH no líquido intersticial encefálico (O'regan e Majcherczyk, 1982; Nattie, 1999; 

Milsom, 2010). A quimiorrecepção central foi primeiramente localizada 

bilateralmente na superfície ventrolateral do bulbo (VLM), em seus aspectos 

rostral (rVLM) e caudal (cVLM) (Loeschcke et al., 1970; M. E. Schlaefke’, 1970; 

Duffin, 1971; Trouth et al., 1973). Esta visão tradicional da localização dos 

quimiorreceptores centrais, restritos à superfície ventrolateral do bulbo, ganhou 

força, por meio de vários estudos mostrando que o RTN seria a principal região 

quimiorreceptora central, dando origem a chamada teoria da quimiorrecepção 

especializada – “specialized chemoreceptor theory” (Guyenet et al., 2005; 

Guyenet et al., 2008). Por outro lado, estudos recentes demonstram que estes 

receptores estão amplamente distribuídos no SNC, surgindo à visão de que a 

quimiorrecepção central é um sistema que envolve múltiplas regiões e sistemas 

de neurotransmissão no tronco encefálico. Esta conhecida como teoria da 

quimiorrecepção distribuída – “distributed chemoreception theory”. 

Dentre as regiões envolvidas na quimiorrecepção central destacam-se o 

núcleo do trato solitário (NTS), o locus coeruleus (LC) o núcleo retrotrapezóide 

(RTN), regiões específicas do hipotálamo e a rafe bulbar (Coates et al., 1993; 

Nattie e Li, 2009; Da Silva et al., 2012; Nattie e Li, 2012). Estudos acerca da 

quimiossensibilidade central em anfíbios também evidenciam múltiplos sítios 

centrais envolvidos na quimiopercepção (Gargaglioni et al., 2010; Reed et al., 

2018). Podendo estas características ter se estendido as demais classes de 

vertebrados, e de fato, há evidencias para presença de quimiorrecepção central 

ao CO2/pH em todos os vertebrados de respiração aérea (Milsom, 2002). A 

iguana mexicana (Ctenosaura pectinata), por exemplo, possui locus coeruleus e 

núcleos da rafe identificados (Ayala-Guerrero e Mexicano, 2008). 

A acidificação central, abrangendo vários núcleos, e local (específica) 

aumenta a ventilação em rato sprague-dawley (Da Silva et al., 2010), tartaruga-
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de-orelha-vermelha (Hitzig e Nattie, 1982) e rã-touro-americana (Kinkead et al., 

1994). Resposta equivalente pode ser obtida com o aumento na concentração 

de CO2 atmosférico (Smatresk, 1990). 

Do mesmo modo, patos conscientes aumentam a ventilação quando 

PaCO2 aumenta no sangue perfundindo apenas na cabeça, evidenciando a 

quimiossensibilidade central em aves (Milsom et al., 1981). Porém, em aves, 

sobretudo em frangos, não foram identificados quimiorreceptores centrais, por 

métodos neurofisiológico ou anatômico tais como a imunoistoquímica. 

Aves e alguns répteis também possuem quimiorreceptores 

intrapulmonares, sensíveis a alterações na PCO2 (Peterson e Fedde, 1968; 

Burger et al., 1974; Fedde et al., 1974). Estes são aferentes vagais e, em aves, 

localizam-se nos parabrônquios, possuindo terminações nervosas em vários 

pontos ao longo do comprimento de um ou mais parabrônquio (Hempleman e 

Burger, 1984). Assim, podem detectar a PCO2 que está próximo da barreira ar 

sangue, respondendo a mudanças na liberação de CO2 para o pulmão e artérias 

pulmonares (Burger et al., 1974; Banzett e Burger, 1977). 

Os quimiorreceptores intrapulmonares, diferentemente dos periféricos, 

são estimulados por diminuições na PCO2 e, uma vez ativados, induzem a 

redução da ventilação. A elevada sensibilidade dos quimiorreceptores 

intrapulmonares à mudanças periódicas na PCO2, durante a respiração normal, 

os qualifica para afinar o padrão de ventilação, bem como os receptores de 

estiramento pulmonar vagal em mamíferos (Fedde e Scheid, 1976; Milsom et al., 

2004). No entanto, não são sensíveis ao alongamento mecânico do pulmão que, 

em aves, é rígido (Fedde et al., 1974; Bouverot, 1978). 

No que tange aos quimiorreceptores centrais, estes, distribuídos nos 

diversos sítios, são responsáveis pela maior parte do aumento da ventilação em 

resposta à elevada PaCO2 em mamíferos (Milsom, 2002; Guyenet et al., 2010) e 

aves (Milsom et al., 1981). Em aves, no entanto, os sítios e os tipos de neurônios 

envolvidos na quimiorrecepção central ainda são poucos estudados e 

completamente desconhecidos. 
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3.3. Quimiorrecepção central em vertebrados: Sítios e neurônios envolvidos 

 

Animais hiperventilam em resposta à hipercapnia e à hipóxia por 

aumento, predominante, do volume corrente e da frequência respiratória 

respectivamente (Milsom et al., 2004). A resposta ventilatória por sua vez varia 

com o estímulo químico e os neuromoduladores recrutados e/ou silenciados nos 

diferentes sítios centrais. 

No núcleo do trato solitário (NTS) há três tipos de neurônios 

classificados, quanto a quimiossensibilidade ao CO2 ativados, em inibidos e 

insensíveis. Onde os ativados e inibidos aumentam a taxa de disparo em torno 

de 20% após exposição hipercapnica (15% CO2), sendo esta reversível em 

condições normocapnicas (Conrad et al., 2009). 

O locus coeruleus é densamente inervado por fibras que contêm 

glutamato, serotonina e adenosina trifosfato atuando na quimiorrecepção central 

(De Carvalho et al., 2014). Dentre os tipos de neurônios quimiossensíveis, 

experimento realizado com lagartos (Varanus exanthematicus) evidencia a 

presença de neurônios do locus coeruleus excitados e inibidos em hipercapnia 

(Zena et al., 2016). Os neurônios noradrenérgico e serotoninérgicos deste sítio, 

em anfibios, induzem o aumento da ventilação em resposta à hipercapnia por 

mecanismos equivalentes a mamíferos (Gargaglioni et al., 2010). Ratos 

expostos a 7% de CO2 hiperventilam por aumento no volume corrente (Biancardi 

et al., 2008; De Carvalho et al., 2017). O padrão de resposta, por sua vez, é 

determinado pelo centro controlador cujo neurônio quimiossensível está 

projetado. Grupos de células catecolaminérgicas, por exemplo, tem diferentes 

projeções encefálicas que modulam a respiração diferentemente; alguns sítios 

são excitatórios enquanto outros são inibitórios (Gargaglioni et al., 2010). 

O complexo pFRG/RTN contém neurônios que inervam as regiões da 

coluna respiratória ventral (BötC, pré-BötC, rVRG e cVRG) sendo ativados por 

hipercapnia (Guyenet, 2014). Neste sítio encontra-se grande população 

glutamatérgica (Mulkey et al., 2004). A inibição farmacogenética dos neurônios 

RTN (Phox2b) reduz a frequência respiratória e o volume corrente, além de 

eliminar a expiração ativa induzida por CO2 (Marina et al., 2010). 

Na rafe bulbar encontram-se grandes populações neuronais 

quimiossensíveis a alterações na PCO2/pH tais como gabaérgicos e 
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serotoninérgicos que se projetam para os diversos controladores da respiração 

(Iceman et al., 2014). Os neurônios serotoninérgicos são excitados por aumentos 

na PCO2. Estudos in vitro demonstraram que neurônios 5-HT (localizados 

principalmente na região mais rostral da rafe bulbar) aumentaram sua frequência 

de disparo em resposta à acidose dentro dos valores fisiológicos (pH 7,2 – 7,4), 

em slices do tronco encefálico (Richerson, 1995; Wang et al., 2001). A 

sensibilidade à acidose dos neurônios não foi diminuída após bloqueio sináptico, 

demonstrando uma sensibilidade intrínseca (Richerson, 1995). Esta resposta 

também está presente isolando-se, em culturas, neurônios da rafe bulbar (Wang 

et al., 2001). Neste meio, somente neurônios 5-HT foram estimulados pela 

acidose cuja atividade não está relacionada aos inputs sinápticos de outros 

neurônios (Wang et al., 1998; Corcoran et al., 2009). 

 

3.4. Neurônios serotoninérgicos da rafe bulbar e quimiorrecepção central 

 

A rafe compreende grupamentos de neurônios dispostos em uma coluna 

que se estende no eixo rostro-caudal, do mesencéfalo ao bulbo (Hay-Schmidt, 

2000). A disposição da rafe bulbar em aves (frangos por exemplo), segue 

topografia equivalente de mamíferos, no entanto, não foram identificadas as 

subáreas (Kuenzel e Masson, 1988) descritas em mamíferos roedores, tais 

como: no bulbo, classificadas em núcleo obscuro da rafe (ROb), núcleo pálido 

da rafe (RPa) e o núcleo magno da rafe (RMg). 

O sistema serotoninérgico representa o principal tipo celular da rafe bulbar 

(Mason, 1997; Azmitia, 1999; Azmitia, 2001; Gao e Mason, 2001; Corcoran et 

al., 2009). Em mamíferos, os neurônios 5-HT da rafe bulbar possuem conexões 

importantes com os principais núcleos respiratórios incluindo o grupo pontinho 

(Gang et al., 1991), o grupo respiratório ventral (Connelly et al., 1989), complexo 

pré-Bötzinger (pré-BötC; centro da geração da atividade inspiratória) e também 

enviam projeções aos motoneurônios do nervo frênico e hipoglosso (Hosogai et 

al., 1998; Richerson, 2004; Ptak et al., 2009). Estas evidências anatômicas 

sugerem que os neurônios 5-HT da rafe bulbar participam do controle 

respiratório. 

Em concordância, Ptak et al. (2009) revelaram que a maioria dos 

neurônios 5-HT da rafe bulbar, in  vitro, disparam de maneira espontânea e 
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enviam projeções axonais ao complexo pré-Bötzinger e ao núcleo motor do 

hipoglosso. Além disso, as conexões excitatórias entre muitos destes neurônios 

e o pré-BötC são recípocras. Do mesmo modo, Depuy et al. (2011) demonstram 

que a estimulação optogenética (fotoestimulação) dos neurônios 5-HT da rafe 

bulbar induz aumentos na amplitude e frequência do nervo frênico em 

camundongos. 

Estudos sobre o envolvimento de neurônios 5-HT da rafe bulbar na 

quimiorrecepção central e controle respiratório de mamíferos demonstram que 

estes modulam a resposta ventilatória à hipercapnia em ratos adultos (Bernard 

et al., 1996; Nattie et al., 2004; Taylor et al., 2005; Da Silva et al., 2011; Ray et 

al., 2011). Adicionalmente, dados obtidos em uma variedade de abordagens 

experimentais e diferentes modelos animais, incluindo animais geneticamente 

modificados (Hodges et al., 2008; Li e Nattie, 2008), são consistentes com um 

papel da região da rafe bulbar, especificamente, seus neurônios 5-HT na 

quimiorrecepção central (Corcoran et al., 2009). Em aves, o papel dos neurônios 

5-HT sob o sistema de controle respiratório é pouco conhecido, no entanto, a 

densa distribuição de fibras serotoninérgicas sob a rafe de frangos sugerem uma 

importância considerável (Yamada e Sano, 1985). 

 

3.5. Serotonina (5-HT) 

 

A serotonina, 5-hidroxitriptamina (5-HT), foi purificada e identificada em 

1948. Esta apresenta efeitos potentes na contração da musculatura lisa. A 5-HT 

existe em quase todos os organismos biológicos estudados; plantas, 

invertebrados e vertebrados (Saxina et al., 1966; Smith, 1971; Azmitia, 1999). 

Essa ampla distribuição indica que este sistema é filogeneticamente antigo e 

evoluiu lentamente nos diversos grupos (Hay-Schmidt, 2000; Azmitia, 2001) 

preservando suas estruturas. Em concordância com essa hipótese, os 

receptores para 5-HT, especialmente os de alta afinidade (subtipo 5-HT1), 

parecem ter surgido há cerca de um bilhão de anos (Peroutka e Howell, 1994). 

Dentre as estruturas conservadas, destaca-se o transportador de 

serotonina sódio dependente (SERT) cuja sequência de nucleotídeos foi 

identificada em ratos, NP_037166.2 (Blakely et al., 1991; Hoffman et al., 1991; 

Mayser et al., 1991; Ramamoorthy et al., 1993; Qian et al., 1997; Abe et al., 2016; 
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Kroeze et al., 2016; Miceli et al., 2017; Van Der Doelen et al., 2017; Zoratto et 

al., 2017). Frangos (Gallus gallus domesticus) também tem uma sequência 

codificante para o SERT no cromossomo 19, AY573844.1 (Larsen et al., 2004). 

O alinhamento entre a sequências proteicas que codificam o transportador de 

serotonina em ratos e frangos, pelo BLAST-NCBI, mostra que estas espécies 

possuem 91% de sobreposição e 75% de identidade equivalente (Altschul et al., 

1990). 

O sistema serotoninérgico tem sido estudado por abordagens distintas, 

como exemplo, por deleção química específica dos neurônios serotoninérgicos 

e por inibição da biossíntese de serotonina, reduzindo-a de modo sistêmico. 

O procedimento de lesão química neuronal é realizado pelo anti-SERT-

SAP (Advanced Target System, EUA), específica para promover deleção dos 

neurônios serotoninérgicos (5-HT). Consiste em uma imunotoxina que utiliza a 

toxina saporina (SAP) conjugada ao anticorpo para o transportador de 

recaptação de 5-HT (anti-SERT). Este imunogênio é um peptídeo do quarto 

domínio extracelular do SERT de rato (NP_037166.2). Assim a conjugação de 

SAP com anticorpo anti-SERT confere ao componente à especificidade para 

neurônios 5-HT. Estudo com rato mostrou que, a injeção ventricular do anti SERT 

SAP (2 × 100 nL; 1μM) reduziu o conteúdo de neurônios 5-HT ao longo do tronco 

encefálico, incluindo os núcleos da rafe, atenuando a resposta ventilatória ao 

CO2 durante a vigília e o sono (Nattie et al., 2004). Resposta hipercapnica 

equivalente foi obtida quando a injeção da imunotoxina foi realizada nos núcleos 

da rafe, como na Rafe Magnus (RMg) (Dias et al., 2007) e Rafe Obscurus (Da 

Silva et al., 2011). 

A inibição da biossíntese de serotonina é realizada pela droga p-

clorofenilalanina (PCPA; Sigma-Aldrich) para promover a inibição enzimática 

irreversível da biossíntese de serotonina. O PCPA, sendo análogo ao triptofano, 

liga-se a enzima triptofano hidroxilase, produzindo uma proteína inativa. 

Consequentemente, o conteúdo de serotonina em tecidos centrais e periféricos 

é reduzido. A administração oral de 100mg/kg de PCPA reduziu o conteúdo de 

serotonina no encéfalo e sangue de ratos após 24h (Koe e Weissman, 1966). Ao 

ser injetado 300mg/kg de PCPA via intra peritoneal em ratos, estes tiveram 

volume corrente e ventilação maiores que os animais controle tratados com 

salina em hipercapnia (Annerbrink et al., 2003). Em frangos, o PCPA foi utilizado 
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em estudos sobre o papel da serotonina em outros sistemas e não abordaram o 

controle respiratório tais como o comportamento social, alimentar entre outros 

(Buchanan et al., 1994; Zendehdel et al., 2013). 
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CAPÍTULO 2 - Efeito da lesão central de neurônios serotoninérgicos no 

controle respiratório de frangos carijó 

 

Resumo: Alterações na PCO2/pH são detectadas, principalmente por 

quimiorreceptores centrais possibilitando os ajustes respiratórios requeridos à 

homeostase. Sabe-se que as aves têm quimiorreceptores centrais, no entanto, 

não há estudos indicando quais neurônios são quimiossensíveis nem sua 

localização. Em mamíferos, os neurônios serotoninérgicos (5-HT) da rafe 

possuem elevada quimiossensibilidade, além de projeção aos principais núcleos 

respiratórios. Frangos também apresentam neurônios 5-HT na rafe, no entanto, 

não se sabe qual o seu papel no controle respiratório. Objetivou-se verificar a 

participação dos neurônios 5-HT, por meio de lesão química, na resposta 

ventilatória de frangos à hipercapnia (7% CO2), hipercapnia com hiperóxia (7% 

CO2 e 50% O2) e hipóxia (10% O2). Para isto, foi injetado 1µL da imunotoxina 

anti-SERT-SAP (0,1µM) no 4V. Os grupos controle receberam PBS ou IgG-SAP. 

Foram mensurados ventilação (𝑉̇𝐸), padrão respiratório, consumo de oxigênio 

(𝑉̇𝑂2) e a temperatura corporal (TC). O anti-SERT-SAP reduziu o número de 

neurônios 5-HT no rombencéfalo das aves (P<0,05). Em resposta à hipercapnia, 

𝑉̇𝐸, TTOT e TC nos animais anti-SERT-SAP foram atenuados (P<0,05), enquanto 

o equivalente ventilatório (𝑉̇𝐸/𝑉̇𝑂2) e 𝑉̇𝑂2 não diferiram entre os tratamentos 

(P>0,05). Quando a hipercapnia foi associada à hiperóxia, os tratamentos não 

diferiram para os parâmetros fisiológicos mensurados (P>0,05). Também não 

houve diferença entre os tratamentos em resposta à hipóxia (P>0,05). Conclui-

se que os neurônios serotoninérgicos participam da resposta ventilatória à 

hipercapnia em frangos, sendo dependente das aferências dos 

quimiorreceptores periféricos. Mas não participam da resposta ventilatória à 

hipóxia. 

Palavras-chave: aves, hipercapnia, hipóxia, neurônios 5-HT, ventilação 

pulmonar, temperatura corporal 
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1. Introdução 

 

O sistema respiratório tem como função elementar a captação de O2, para 

suprir a demanda mitocondrial para produção de ATP, e eliminar o CO2 oriundo 

do metabolismo (Powell, 2015). Além disso, promove equilíbrio ácido-base por 

controle do sistema tampão bicarbonato que é o mais importante nos fluidos 

extracelulares (González e Silva, 2006). Este processo é regulado pela detecção 

na alteração da PO2, PCO2 e pH por quimiorreceptores periféricos e centrais que, 

uma vez ativados, enviam informações ao sistema nervoso central, gerando a 

integração dos sinais e modulando a respiração dos animais (Bouverot, 1978; 

Powell, 2015). 

Os quimiorreceptores centrais são responsáveis pela maior parte da 

resposta ventilatória à elevada PCO2 e baixa H+ em mamíferos e aves (Milsom 

et al., 1981; Milsom, 2002; Guyenet et al., 2010). Em aves os tipos de neurônios 

envolvidos na quimiorrecepção central e sua localização são desconhecidos, 

mas estas respondem ao aumento da PaCO2 do liquor, evidenciando que 

também possuem quimiorreceptores centrais (Milsom et al., 1981). Em 

mamíferos roedores, estes quimiorreceptores estão bem descritos e distribuídos 

em sítios do sistema nervoso central (SNC) tais como locus coeruleus, 

hipotálamo lateral e núcleos da rafe (Nattie e Li, 2009). Também foi identificada 

quimiossensibilidade no locus coeruleus de lagartos (Zena et al., 2016) e anuros 

(Gargaglioni et al., 2010; Reed et al., 2018) indicando que a quimiorrecepção 

central também pode ser distribuída em outras classes de vertebrados. 

 A rafe, por sua vez, apresenta um papel fundamental, pois está localizada 

na linha média do tronco encefálico, do mesencéfalo ao bulbo e, em mamíferos, 

possui densa população de neurônios quimiossensíveis que projetam-se aos 

diversos núcleos reguladores da respiração (Millhorn et al., 1988; Calizo et al., 

2011; Iceman et al., 2014). Dentre os tipos de neurônios contidos na rafe, os 

serotoninérgicos são predominantes e apresentam papel crucial na resposta 

ventilatória ao CO2 (Corcoran et al., 2009). Estudos mostraram que, após injeção 

da imunotoxina anti-SERT-SAP, que provoca deleção específica dos neurônios 

serotoninérgicos, a ventilação de ratos machos foi atenuada em hipercapnia 

(Nattie et al., 2004; Dias et al., 2007; Da Silva et al., 2011). 
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Em aves, não há estudo relatando o papel dos neurônios 5-HT no controle 

da respiração, no entanto, a densa distribuição de somatas e fibras 

serotoninérgicas sob a rafe sugerem funções relevantes no controle da 

respiração desses animais (Yamada et al., 1984; Yamada e Sano, 1985). 

Frangos de corte, machos e fêmeas, com 10 dias de idade já respondem 

efetivamente a estímulos hipercápnicos (7% CO2), aumentando o volume 

corrente e a ventilação (Espinha et al., 2014). Pintinhos também hiperventilam 

em hipóxia de 10%, mas por aumento na frequência respiratória (Mortola, 2010). 

Diante do exposto, objetivou-se verificar a participação dos neurônios 

serotoninérgicos, por meio de lesão química, na resposta ventilatória de frangos 

à hipercapnia, hipercapnia associada à hiperóxia e à hipóxia. 

 

2. Material e Métodos 

 

O papel dos neurônios serotoninérgicos no controle ventilatório de frangos 

foi avaliado por deleção química específica dos mesmos ao longo do tronco 

encefálico. O experimento foi realizado no Departamento de Morfologia e 

Fisiologia Animal (DMFA) da Universidade Estadual Paulista, Júlio de Mesquita 

Filho, Campus de Jaboticabal (UNESP/FCAV), de acordo com o CONCEA 

(Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal) e aprovado pelo 

comitê de ética local como parte do estudo intitulado Serotonina e Controle 

Respiratório em Vertebrados (CEUA - Comissão de Ética no Uso de Animais - 

FCAV-UNESP) sob o protocolo 019289/2014. 

 

2.1. Animais 

 

Foram utilizados 68 pintos caipiras (coloniais) do tipo Carijó (Gallus gallus 

domesticus, Global Breeders®), machos e fêmeas com ovos de matrizes entre 

34 e 50 semanas de idade adquiridos em granja comercial (Globo Aves®). Os 

ovos foram transportados para a UNESP/FCAV em bandejas apropriadas com o 

polo menor para baixo a ± 21°C. Ao chegar na Universidade, os mesmos foram 

identificados e pesados em sala climatizada sendo, posteriormente, incubados 

em série com intervalo máximo de cinco dias de acordo com o guia de manejo 

de incubação da linhagem (Cobb-Vantress, 2008). O ovos pesavam em média 
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62 ± 3,7g e foram armazenados em câmara climatizada a 16°C, paralisando o 

desenvolvimento embrionário. Antes de serem transferidos para a incubadora, 

para evitar o choque térmico, os ovos foram pré-aquecidos e ficaram em sala 

climatizada a 27 ± 1°C por 4 horas. Finalmente, foram transferidos para a 

incubadora (Premium ecológica, BH, MG) previamente programada para 

temperatura em 37,5°C, umidade relativa em 60%, viragem a cada hora e 

circulação do ar uniforme. No 18º dia de incubação, os ovos foram retirados da 

incubadora, posto em sacos de tule para não perder a identificação do pinto e 

transferidos para o nascedouro (Premium Ecológica, BH, MG) onde os fatores 

físicos foram semelhantes ao da incubação, interrompendo as viragens apenas. 

No 21° dia, 89,9% dos pintinhos eclodiram e foram retirados do nascedouro com 

a penugem seca, verificado a cicatrização do umbigo e pesados. 

Após a eclosão, os pintos foram alojados em caixas criatórias em sala 

climatizada com temperatura ambiente e fotoperíodo controlados. A temperatura 

ambiente foi ajustada, em função da idade do animal, para atender seu conforto 

térmico, sendo mantida em 31 ± 0,5 e 28 ± 0,5 °C (média ± erro padrão) na 

primeira e segunda semana de vida respectivamente (Cassuce et al., 2013; 

Cândido et al., 2016). Foi adotado o ciclo claro:escuro de 14:10 horas (luz acesa 

às 6h e apagada às 20h). Água e ração inicial foram fornecidas ad libitum 

mediante comedouro tubular e bebedouro com rosca. A ração comercial farelada 

foi formulada para atender as exigências dos animais (Agromix®). O consumo 

foi estimulado duas vezes ao dia. Diariamente, os animais foram pesados para 

acompanhamento do seu desenvolvimento e viabilidade para procedimento 

cirúrgico e, posteriormente, experimental.  

 

2.2. Procedimento cirúrgico 

 

Primeiramente, o kit cirúrgico requerido, composto pelo instrumental e 

pano de campo, foi separado e esterilizado. O instrumental esterilizado foi 

tesoura metzenbaum reta, porta agulha castroviejo sem trava curva, porta agulha 

Mayo Hegar, pinça anatômica serrilhada reta, pinça anatômica dente de rato reta 

e pinça relojoeiro modelo Dumont reta (Bonther®). E, o instrumental adquirido 

estéreo consistiu em lâmina de bisturi e fio de nylon preto agulhado 4-0 para 

sutura. Também foram preparados os equipamentos de proteção individual 
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(EPI’s) tais como jaleco, luvas cirúrgicas, máscaras, touca e óculos apropriados 

a procedimento cirúrgico. A mesa cirúrgica, por tanto, foi equipada por um 

aparelho estereotáxico adaptado a pintinhos de 5 dias, iluminador de mesa led 

(Bonther®), bomba de infusão (Bonther®), além do kit cirúrgico. 

O procedimento foi realizado entre às 8 e 17h, em espaço apropriado do 

Laboratório de Fisiologia Animal do DMFA previamente limpo e desinfetado, 

sendo munido de ar condicionado, teve a temperatura ambiente controlada em 

23±1°C. A cirurgia foi realizada quando os pintinhos tinham entre 5 e 6 dias de 

idade, ou seja, 10 dias antecedentes ao experimento. Este é o intervalo de tempo 

necessário para a droga anti-SERT-SAP reduzir o conteúdo de neurônios 

serotoninérgicos (Nattie et al., 2004). 

Os pintinhos foram pesados (60 ± 10g) e tiveram a temperatura corporal 

verificada. Foi realizada limpeza e antissepsia da pele sobre o músculo do peito 

com álcool etílico 70% para aplicação da cetamina e xilasina (30 e 1,5 mg/kg, 

respectivamente), via intramuscular (i.m.). O anestésico e o relaxante muscular 

foram diluídos na mesma solução. 

Na sequência, os animais foram depenados no campo operatório, onde 

foi feita a antissepsia e aplicação do anestésico local (cloridrato de lidocaína). 

Os animais, então, foram posicionados no aparelho esterotáxico com a cabeça 

reta. Foi realizada uma incisão rostro-caudal na região dorsal da cabeça para 

expor a calota craniana. A localização do quarto ventrículo (4V) para injeção da 

droga (ou soluções controle) foi determinada por experimentos pilotos, no qual 

as coordenadas do 4V foram estabelecidas pela injeção de 1ul de azul de Evans, 

que marcou a região alvo em questão e o tronco encefálico caudalmente. O 

ponto inicial foi o Bregma (ponto de encontro das suturas coronais e sagitais do 

crânio), a partir dele, a torre, posicionada a 90°, seguiu 3 mm caudal ao bregma. 

Neste ponto, o crânio foi perfurado por uma broca odontológica (micromotor), 

possibilitando que a agulha fosse inserida 8,9mm ventralmente e atingisse o 4V 

onde foi injetado, lentamente, 1ul da droga ou soluções controle. A injeção foi 

realizada por uma agulha gengival (30G) conectada à seringa Hamilton (10μl), 

com o auxílio de uma cânula PE10 e controlada pela bomba de infusão 

(Bonther®). A injeção foi realizada em 5 minutos e a agulha permaneceu 

posicionada durante 3 minutos adicionais, para evitar refluxo da droga. O anti-

SERT-SAP teve a concentração de 0,1 µM, (Dias et al., 2007; Da Silva et al., 
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2011; Da Silva et al., 2013) e foi diluída em solução tampão fosfato salina (PBS 

0,1M, pH 7,4). Os animais dos grupos controle passaram pelo mesmo 

procedimento, mas receberam IgG-SAP (0,1µM) ou PBS (0,1M, pH 7,4). Após a 

microinjeção, os animais receberam doses intramuscular de enrofloxacina 

(10mg/kg) e flunixina meglumina (2,5mg/kg) para prevenir infecção e desconforto 

pós-cirúrgico, respectivamente. Finalmente, a incisão foi suturada por pontos 

simples separados totalizando cerca de 20 a 25 minutos para o procedimento 

cirúrgico. 

Após a cirurgia, os animais tiveram a temperatura corporal verificada e 

foram levados às caixas criatórias desinfetadas e equipadas com manta 

aquecedora para recuperação dos mesmos, sendo observados até retornarem 

da anestesia completamente e retomarem as atividades em grupo, sendo 

requerido em média 1,5h.  Os pintos foram agrupados em função do dia da 

cirurgia com a densidade de 495 cm²/animal, correspondendo 20 aves/m² 

aproximadamente até o dia do experimento. 

 

2.3. Parâmetros mensurados 

 

2.3.1. Medida da ventilação pulmonar (V̇E) 

 

As medidas de 𝑉̇𝐸 em frangos foram obtidas por método barométrico, 

pletismografia de corpo inteiro, em um sistema fechado (Drorbaugh e Fenn, 

1955), utilizando uma câmara cilíndrica de 5L munida por uma lâmina d’água 

para saturação do ar na qual o animal não teve contato. Durante a realização de 

cada medida de ventilação, o fluxo de ar foi interrompido e a câmara do animal 

permaneceu totalmente vedada por aproximadamente 2 minutos e as oscilações 

de pressão, oriundas da diferença, na temperatura e umidade, entre o ar 

inspirado e expirado pelo animal, foram captadas por um transdutor de pressão 

diferencial e os sinais foram amplificados (ML141 espirometro, PowerLab, 

ADInstruments). O sinal foi enviado para o sistema de aquisição e análise dos 

dados (PowerLab, ADInstruments). O volume de ar foi calibrado em cada 

experimento, injetando-se 2 mL de ar na câmara do animal com o uso de uma 

seringa graduada. 
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Foram feitas contagens dos picos de ventilação para frequência 

respiratória (FR). O volume corrente (VT) foi calculado através da fórmula de 

Drorbaugh e Fenn (1955), adaptada por Bartlett e Tenney (1970), abaixo:  

𝑉𝑇 =  
𝑃𝑇 

𝑃𝐾 
 . 𝑉𝐾 .

𝑇𝐶(𝑃𝐵 − 𝑃𝐴)

𝑇𝐶(𝑃𝐵 − 𝑃𝐴) −  𝑇𝐴(𝑃𝐵 − 𝑃𝐶)
 

 

PT: deflexão de pressão associada com cada volume de ar corrente; VK: volume 

de ar injetado na câmara do animal para calibração; PK: deflexão de pressão 

associada com cada volume de ar injetado para calibração, TC: temperatura 

corporal (em Kelvin); PB: pressão barométrica; PA: pressão de vapor d’água à 

temperatura da câmara; TA: temperatura do ar dentro da câmara; PC: pressão de 

vapor d’água à temperatura corporal. 

O volume corrente foi calculado na condição de pressão barométrica 

ambiente, a temperatura corporal, e saturado com vapor de água (BTPS). Foi 

utilizada a pressão barométrica registrada na estação agroclimatológica/FCAV 

no dia do experimento.  A ventilação pulmonar foi calculada pelo produto de FR 

x VT. O padrão respiratório, posteriormente, correspondeu à duração total do 

ciclo respiratório, tempo de inspiração e tempo de expiração mensurados em 

análise pelo software LabChart7. O tempo de inspiração correspondeu ao tempo 

médio entre o vale e a pico do sinal ventilatório e o tempo de expiração foi 

calculado a partir da diferença entre a duração total do ciclo e o tempo de 

inspiração, sendo dado em segundos. 

 

2.3.2. Medida do consumo de oxigênio (V̇O2) 

 

Medidas do 𝑉̇𝑂2 foram realizadas utilizando o sistema respirometria de 

fluxo aberto por “Push-mode”. O oxigênio da entrada e saída de ar na caixa foi 

analisado com analisador de gases (ML206, AdInstruments, NSW, Australia). 

Após estabilização do registro, a concentração de O2 na saída da câmara foi 

mensurada por um minuto, sendo seguido pela medida de O2 na entrada para 

posterior determinação do consumo de oxigênio. O 𝑉̇𝑂2 foi calculado pela 

fórmula (Frappell et al., 1992): 

𝑉̇𝑂2 =
𝑓(𝑂2𝑒

− 𝑂2𝑠
)

1 − 𝑂2𝑒
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Onde; f é o fluxo de ar na entrada da câmara, O2 e é a concentração de oxigênio 

na entrada e O2s a concentração oxigênio na saída. O 𝑉̇𝑂2 foi corrigido pela 

massa do animal, sendo dado em mL/min.kg e para condições padrão de 

temperatura, pressão atmosférica e ar seco (STPD). A partir do 𝑉̇𝐸 e 𝑉̇𝑂2 foi 

calculado o equivalente ventilatório (𝑉̇𝐸/𝑉̇𝑂2). 

 

2.3.3. Medida da temperatura corporal (TC) 

 

A temperatura corporal (TC) foi medida por meio de um termômetro digital 

(HH12B-Omega) cujo sensor foi introduzido no reto a 3 cm de profundidade pela 

cloaca do animal no início e no final de cada protocolo, obtendo a temperatura 

corporal em condições basal e após a condição gasosa. 

 

2.4. Protocolos experimentais 

 

Foram adotados três protocolos experimentais para avaliar a participação 

dos neurônios serotoninérgicos na resposta ventilatória dos pintos carijó à 

hipercapnia e à hipóxia. 

 

P1) Participação dos neurônios serotoninérgicos, por meio de lesão química, na 

resposta ventilatória à hipercapnia de frango carijó. 

 

Dez dias após a cirurgia, os pintos, com 15 ou 16 dias de idade, foram 

colocados na câmara pletismográfica cilíndrica de 5L e, inicialmente, ventilada 

com ar ambiente, atmosférico, (21% O2), com o auxílio de uma bomba de ar para 

aquário (Big Air, Super pump A420) que empurrou o ar para dentro da câmara 

usando o fluxo de 2000 mL/min. 

Os animais passaram por 30 minutos de habituação às condições 

experimentais no mínimo. Em seguida, foi iniciado o protocolo experimental, 

sendo registrados os parâmetros fisiológicos em ar ambiente, onde a 

concentração do O2 e CO2 estavam de acordo com a atmosférica. Após 30 min, 
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as medidas da ventilação pulmonar (𝑉̇𝐸) e consumo de oxigênio (𝑉̇𝑂2) foram 

realizadas. 

Em seguida, os animais foram submetidos à hipercapnia (7% de CO2, 

21% de O2 e N2 balanço), por 30 minutos utilizando um misturador de gases 

programado para empurrar o ar para a câmara no mesmo fluxo que a bomba de 

aquário. Ao final da exposição à hipercapnia, as variáveis ventilatórias, 

metabólica e temperatura corporal foram mensuradas. 

Após a hipercapnia, o animal voltou a respirar ar ambiente por uma hora 

e as variáveis mensuradas novamente, verificando o retorno aos valores basais, 

para serem submetidos ao protocolo seguinte. 

 

P2) Participação dos neurônios serotoninérgicos, por meio de lesão química, na 

resposta ventilatória à hipercapnia associada à hiperóxia em frango carijó. 

 

Neste protocolo, a metodologia adotada em ar ambiente foi igual ao 

protocolo anterior, sendo seguido pela exposição gasosa teste. Os animais 

foram submetidos à hipercapnia associada à hiperóxia, por 30 minutos, onde 

adotou-se hipercapnia com 7% de CO2 e hiperóxia com 50% de O2 (N2 balanço), 

sendo a 𝑉̇𝐸, 𝑉̇𝑂2 e temperatura corporal mensurados ao final. 

Neste protocolo, a associação da hipercapnia com hiperóxia teve como 

objetivo inibir (ou reduzir) a participação dos quimiorreceptores periféricos nas 

respostas à hipercapnia (Mortola, 2004). 

 

P3) Participação dos neurônios serotoninérgicos, por meio de lesão química, na 

resposta ventilatória à hipóxia em frangos. 

 

No dia seguinte, 11 dias após a cirurgia, os pintos foram submetidos ao 

terceiro protocolo, onde, após habituação, foram expostos ao ar ambiente (21% 

O2) seguido pela hipóxia. A mistura gasosa conteve 10% O2, sendo equilibrada 

com N2. Foi estabelecido o período de 30 minutos para mensuração da 𝑉̇𝐸, 𝑉̇𝑂2 

e temperatura corporal após cada condição gasosa. Em seguida, o animal foi 

exposto ao ar ambiente (1 hora) para recuperação. 
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A cronologia dos protocolos experimentais está esquematizada na 

Figura 1, que ilustra o tempo de exposição a cada condição gasosa, bem como 

o intervalo entre elas. 

 

 

Figura 1 - Esquema experimental indicando a duração de cada protocolo 
experimental e o intervalo entre eles. 
 

2.5. Efetividade da deleção química específica dos neurônios 

serotoninérgicos 

 

Ao término do experimento, foi realizada a eutanásia dos animais, onde 

cada animal foi anestesiado para, seguinte, perfusão transcardíaca e remoção 

do encéfalo. A efetividade da lesão química foi verificada por imunoistoquímica 

para serotonina (5-HT). 

A perfusão foi realizada, primeiramente, com solução tampão fosfato 

salina (PBS) 0,1M, pH 7,4 seguida por paraformaldeído (PFA) 4%, sendo 

injetado 100mL de solução para cada 100g do animal com a taxa de 12 mL/min. 

Posteriormente, o encéfalo foi cuidadosamente retirado e mantido em PFA 4% 

por 24h e, posteriormente, imerso em solução de sacarose (30%) em PBS, por 

no mínimo 3 dias, a 4 °C. Em seguida, o encéfalo foi congelado em isopentano 

e processado no criostato. 

Foram realizados cortes coronais de 40 µm ao longo tronco encefálico 

que foram coletados de maneira alternada, em triplicatas que ficaram em solução 

crioprotetora no freezer a -20°C para, posteriormente, serem analisados. Para 

imunoistoquímica, os cortes foram lavados com solução de PBS (0,1M; pH 7.4), 

sendo depois incubados, à temperatura ambiente, com Triton-100X a 0,3%, em 
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PBS, por 30 min. Os cortes foram lavados com PBS novamente e incubados com 

água oxigenada a 1% por mais 10 min. Imediatamente após, os cortes foram 

lavados novamente em PBS, incubados em soro de cavalo (2%) por 1h à 

temperatura ambiente, sendo então adicionado o anticorpo primário anti-5-HT 

Rabbit (1:5000; Sigma Aldrich), contendo 0,3% de Triton-100X. O anticorpo 

primário permaneceu em contato com os cortes durante 24 horas à temperatura 

ambiente. Em seguida, os cortes foram lavados com PBS e os cortes incubados 

em anticorpo secundário biotinilado anti-Rabbit IgG (1:200, 1,5h; temperatura 

ambiente). O anti-IgG foi, então, ligado com avidina bitotina peroxidase (Vector 

Laboratories, CA, EUA) e o complexo formado foi visualizado por meio da adição 

do substrato da peroxidase, tetracloridrato de 3,3’-diaminobenzidina (DAB) 

(Sigma ChemicalCo., St. Louis, MO, EUA). Em contato com a peroxidase, o DAB 

transforma-se em um produto que apresenta coloração marrom. 

As células que apresentaram imunorreatividade para 5-HT 

desenvolveram coloração marrom e, com o auxílio de um microscópio (CH9435; 

DMC2900 Leica®) e um software para aquisição de imagens (Las V45; Leica®), 

puderam ser analisadas. Assim, os animais tratados com anti-SERT-SAP 

deveriam apresentar a quantidade de neurônios imunorreativos para 5-HT 

reduzida (Da Silva et al., 2011; Da Silva et al., 2013). 

 

2.6. Análise estatística 

 

Primeiramente, foi avaliado o efeito do sexo nos diferentes tratamentos 

para a contagem de neurônios serotoninérgicos e variáveis estudadas em ar 

ambiente. Estes dados foram submetidas à análise de variância - ANOVA two-

way para medidas repetidas, onde o sexo e o tratamento foram os fatores. Não 

havendo interação entre os fatores e diferença entre os sexos, os dados foram 

agrupados por tratamento. 

Uma vez agrupados, os dados das variáveis respiratórias, V̇O2 e TC 

foram avaliados por ANOVA two-way, sendo os três tratamentos e as duas 

condições gasosa, para cada protocolo, os fatores. Holm-Sidak foi o pós-teste. 

As médias do massa corporal e quantificação da imunoistoquímica foram 

comparadas pelo teste t Student. Valores de P<0,05 foram considerados 
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significativos. As análises foram realizadas pelo software SigmaPlot e SigmaStat 

3.1. 

 

3. Resultados 

 

3.1. Deleção de neurônios serotoninérgicos (neurônios 5-HT): efetividade de 

lesão química 

 

O tratamento com a imunotoxina anti-SERT-SAP foi efetivo para lesionar 

neurônios 5-HT nos pintos (P<0,05). Não houve diferença no padrão de lesão 

entre machos e fêmeas (P>0,05), sendo os valores médios agrupados e 

apresentados nas Figuras 2 a 4. Os animais tratados com anti-SERT-SAP 

tiveram redução no número de neurônios 5-HT ao longo do tronco encefálico 

(P<0,05; Fig. 2A). A figura 2B ilustra o percentual de neurônios contidos nos 

segmentos do rombencéfalo selecionados em comparação ao controle IgG-SAP 

que possui a totalidade neuronal. A redução na quantidade de neurônios 5-HT 

no bulbo e na ponte foi de 55 e 40% respectivamente, quando comparado ao 

grupo controle tratado com IgG-SAP (Fig 2C). Esta redução foi mais intensa no 

bulbo em comparação a ponte (P<0,05). 
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Figura 2 – A) Número de neurônios serotoninérgicos; B) Percentual de neurônios 
serotoninérgicos ao longo do tronco encefálico e C) Percentual de neurônios 5-
HT no bulbo e na ponte de pintos carijós ao 16 ou 17º dia de vida, 11 dias após 
a injeção central da toxina anti-SERT-SAP. Nos painéis B e C, a linha tracejada 
horizontal marca 100% correspondente ao grupo controle. O eixo X representa 
as secções em cada porção do bulbo e ponte, sendo o número 1 mais caudal. A 
distância entre o primeiro e último corte foi de 4550 μm e o intervalo entre 
secções entre 100 a 800 μm. *Diferença significativa entre os tratamentos 
(P<0,05). 
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Figura 3 - Lesão dos neurônios 5-HT no bulbo de pintos carijós com 16 ou 17 
dias de idade, 11 dias após a injeção central da toxina anti-SERT-SAP. Na 
primeira coluna, Cortes coronais de histologia com espessura de cada corte 
50µm (1,25 x; barra de calibração de 500 µm) destacando a região de contagem 
dos neurônios. Na coluna do meio e da direita, secções de imunoistoquímica 
(40µm) dos tratamentos IgG-SAP e anti-SERT-SAP respectivamente mostrando 
a deleção caudo-rostral dos neurônios 5-HT (10x, barra de calibração de 200 
µm). A distância entre o primeiro e último corte foi de 4550 μm e o intervalo entre 
secções entre 100 a 800 μm. 
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Figura 4 - Lesão dos neurônios 5-HT na ponte de pintos carijós com 16 ou 17 
dias de idade, 11 dias após a injeção central da toxina anti-SERT-SAP. Na 
primeira coluna, Cortes coronais de histologia com espessura de cada corte 
50µm (1,25 x; barra de calibração de 500 µm) destacando a região de contagem 
dos neurônios. Na coluna do meio e da direita, secções de imunoistoquímica 
(40µm) dos tratamentos IgG-SAP e anti-SERT-SAP respectivamente mostrando 
a deleção caudo-rostral dos neurônios 5-HT (10x, barra de calibração de 200 
µm). A distância entre o primeiro e último corte foi de 4550 μm e o intervalo entre 
secções entre 100 a 800 μm. IgG-SAP e anti-SERT-SAP diferiram em todos os 
segmentos (P<0,05). 
 
 
3.2. Efeito da lesão central dos neurônios serotoninérgicos na massa 

corporal dos frangos  

 

Ao comparar as médias para massa corporal nos diferentes tratamentos, 

demonstradas na Figura 5, observou-se que os animais tratados com anti-SERT-
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SAP foram mais leves que os animais tratados com IgG-SAP (P<0,05). Animais 

tratados com PBS apresentaram peso corporal semelhante aos demais 

tratamentos (P>0,05). 

 

 

Figura 5 – Massa corporal média ± desvio padrão de pintinhos carijós ao 15º dia 
de vida tratados com PBS, IgG-SAP ou anti-SERT-SAP com lesão química, ou 
não (controles), dos neurônios 5-HT. 
 

3.3. Efeito da lesão central dos neurônios serotoninérgicos na ventilação, 

consumo de oxigênio e temperatura corporal 

 

3.3.1. Ar ambiente (normóxia e normocapnia) 

 

Os parâmetros ventilatórios e metabólicos dos pintos carijós, com e sem 

lesão dos neurônios 5-HT, em ar ambiente foram mensurados nos três 

protocolos (Fig 6 e 7). Estes parâmetros não diferiram significativamente ao 

longo do tempo, ou seja, entre os protocolos, nos três tratamentos (P>0,05). 

Também não houve diferença entre machos e fêmeas para as variáveis 

mensuradas (P>0,05). Sendo, por tanto, consideradas as médias dos mesmos 
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(Tabela 1) para comparação com as respostas aos estímulos gasosos 

subsequentes. 

 

 
Figura 6 – A) Resposta ventilatória e B) Padrão respiratório de pintos carijós ao 
15° dia de vida, com e sem lesão química dos neurônios 5-HT em ar ambiente 
nos três protocolos experimentais (P1, P2 e P3). VT: Volume corrente; FR: 
Frequência respiratória; VE: Ventilação; TI: Tempo de inspiração; TE: Tempo de 
expiração; TTOT: Tempo total. 
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Figura 7 – A) Consumo de oxigênio (V̇O2) e B) equivalente ventilatório (V̇E/V̇O2) 
de pintos carijós ao 15° dia de vida, com e sem lesão química dos neurônios 5-
HT em ar ambiente nos três protocolos experimentais (P1, P2 e P3). #PBS difere 
significativamente dos demais tratamentos (P<0,05). 
 

Tabela 1 – Parâmetros ventilatórios e metabólicos, em ar ambiente, de pintos      
carijós com lesão química, ou não, dos neurônios 5-HT.  

Parâmetros 
PBS IgG SAP anti SERT SAP 

n=9 n=32 n=27 

VT
1 (ml.kg-1) 19,14 ± 2,42 19,29 ± 4,32 19,48 ± 6,21 

FR
2 (Resp.min-1) 71,17 ± 11,89 a 64,79 ± 14,05 ab 59,47 ± 7,11 b 

V̇E
3 (mL.kg-1.min-1) 1313,73 ± 343,70 1305,30 ± 322,45 1155,71 ± 290,66 

TI
4 (s) 0,40 ± 0,05 b 0,47 ± 0,10 ab 0,48 ± 0,07 a 

TE
5 (s) 0,49 ± 0,12  0,56 ± 0,15  0,59 ± 0,12 

TTOT
6 (s) 0,89 ± 0,17 1,03 ± 0,23 1,07 ± 0,19 

V̇O2 (mL.kg-1) 60,05 ± 2,67 a 49,67 ± 2,06 b 46,77 ± 2,34 b 

V̇E/V̇O2
7 24,85 ± 6,53 25,20 ± 5,65 22,35 ± 12,79 

TC
8 (°C) 41,68 ± 0,18 41,66 ± 0,27 41,69 ± 0,23 

¹ VT: Volume corrente; 2FR: Frequência respiratória; 3V̇E: Ventilação; 4TI: Tempo de inspiração; 5TE: Tempo de expiração; 
6TTOT: Tempo total; 7V̇E/V̇O2: Equivalente ventilatório; 8TC: Temperatura corporal. *Letras distintas na mesma linha, 
tratamentos diferem entre si (P<0,05). 

 

Em ar ambiente, o valor médio para a frequência respiratória (FR) foi 

menor nos animais anti-SERT-SAP em comparação ao controle PBS (P<0,05), 

enquanto os animais IgG-SAP não diferiu dos demais tratamentos (P>0,05).  O 

volume corrente (VT) e a ventilação (V̇E) não diferiram entre os tratamentos 

(P>0,05). O tempo de inspiração (TI) foi influenciado pela deleção dos neurônios 

5-HT, sendo maior nos animais lesados que no PBS apenas (P<0,05). O tempo 

de expiração (TE), tempo total (TTOT) e equivalente ventilatório (V̇E/V̇O2), em ar 
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ambiente, não diferiram entre os tratamentos (P>0,05). Houve diferença para o 

consumo de oxigênio (V̇O2), que foi maior nos animais tratados com PBS 

(P<0,05; Tabela 1). A temperatura corporal (Tc) em condições normóxicas e 

normocapnicas também não diferiu entre os tratamentos (Tabela 1; P>0,05). 

 

3.3.2. Hipercapnia 

 

Não houve interação (P>0,05) entre os tratamentos e as condições 

gasosas para volume corrente (VT) e frequência respiratória (FR), sendo o efeito 

desses fatores avaliados separadamente. O VT de pintos carijós, em valores 

absolutos e relativos, aumentou na exposição à hipercapnia (P<0,05), 

independentemente do tratamento (P>0,05). Não houve diferença entre os 

tratamentos nas diferentes condições gasosas (P>0,05). A frequência 

respiratória (FR) não foi influenciada pela hipercapnia (P>0,05). Porém diferiu 

entre os tratamentos, onde os pintos tratados com anti-SERT-SAP apresentaram 

menor valor médio em comparação aos controles (P<0,05). Avaliando a FR em 

valores relativos, no entanto, os tratamentos não diferem entre si (P>0,05). Para 

a ventilação (V̇E), houve interação entre os tratamentos e as condições gasosas 

(P<0,05). A V̇E aumentou em todos os grupos durante a hiperpcania, porém foi 

menor nos animais anti-SERT-SAP em 22,15% (P<0,05; Fig. 8). Ou seja, a 

redução dos neurônios 5-HT no tronco encefálico atenuou a resposta ventilatória 

à hipercapnia. 

Para o padrão respiratório, apresentado na Figura 9, os tempos de 

inspiração (TI), expiração (TE) e total (TTOT) relativos foram influenciados pela 

interação entre os tratamentos e as condições gasosa (P<0,05). Em hipercapnia, 

TI, TE e TTOT foram maiores nos animais anti-SERT-SAP em comparação aos 

tratamentos controle (P<0,05). 

O V̇O2 (Fig. 10), em valores absolutos, foi maior nos animais PBS que nos 

demais tratamentos (P<0,05), mas não foi alterado pela hipercapnia (P>0,05). O 

V̇O2 relativo também não foi alterado pela hipercapnia e não diferiu entre 

tratamentos (P>0,05). O equivalente ventilatório aumentou em resposta à 

hipercapnia em todos os tratamentos de modo semelhante (P>0,05; Fig 11). A 

temperatura corporal (TC; Fig.12), em todos os tratamentos, diminuiu em 
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resposta à hipercapnia, mas foi menor nos tratados com anti-SERT-SAP 

(P<0,05). 

 

 

Figura 8 – Resposta ventilatória de pintos carijós ao 15° dia de vida, com e sem 
lesão química dos neurônios 5-HT à hipercapnia. VT: Volume corrente; FR: 
Frequência respiratória; VE: Ventilação. §anti-SERT-SAP e PBS diferem 
significativamente ¥anti-SERT-SAP difere dos demais tratamentos *Tratamentos 
diferem entre si (P<0,05). 
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Figura 9 – Padrão respiratório de pintos carijós ao 15° dia de vida, com e sem 
lesão química dos neurônios 5-HT em hipercapnia. TI: Tempo de inspiração; TE: 
Tempo de expiração; TTOT: Tempo total. §anti-SERT-SAP e PBS diferem 
significativamente ¥anti-SERT-SAP difere significativamente dos demais 
tratamentos (P<0,05). 
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Figura 10 - Consumo de oxigênio (V̇O2) de pintos carijós ao 15° dia de vida, com 
e sem lesão química dos neurônios 5-HT em hipercapnia. #PBS difere 
significativamente dos demais tratamentos (P<0,05). 

 
Figura 11 – Equivalente ventilatório (V̇E/V̇O2) de pintos carijós ao 15° dia de vida, 
com e sem lesão química dos neurônios 5-HT em hipercapnia. 

 
Figura 12 – A) Temperatura corporal de pintos carijós ao 15° dia de vida, com e 
sem lesão química dos neurônios 5-HT em hipercapnia; B) Variação da 
temperatura corporal (∆) dos animais após exposição gasosa. ¥anti-SERT-SAP 
difere dos demais tratamentos; Letras diferentes nas barras indicam diferença 
entre os tratamentos (P<0,05). 
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3.3.3. Hipercapnia associada à hiperóxia 

 

Quando os animais foram expostos à hipercapnia associada à hiperóxia, 

o VT aumentou em todos os tratamentos que foram semelhantes entre si 

(P>0,05). A FR não foi influenciada pela condição gasosa nem diferiu entre os 

tratamentos (P>0,05). A ventilação aumentou em hipercapnia associada à 

hiperóxia em todos os tratamentos (P<0,05) que foram semelhantes entre si 

(P>0,05; Fig. 13). 

O TI aumentou em hipercapnia associada à hiperóxia em todos os 

tratamentos (P<0,05). Os tratamentos diferiram apenas em valores absolutos, 

onde os animais anti-SERT-SAP tiveram maior TI que os animais PBS (P<0,05). 

TE e TTOT não diferem com a condição gasosa e o tratamento (P>0,05; Fig. 14). 

O V̇O2 aumentou em resposta à hipercapnia associada à hiperóxia em 

todos os tratamentos (P<0,05; Fig. 15). O V̇O2 em valores absolutos foi maior 

nos animais tratados com PBS e anti-SERT-SAP que nos tratados com IgG SAP 

(P<0,05). 

O V̇E/V̇O2 (Fig. 16), consequentemente, aumentou após exposição à 

hipercapnia associada à hiperóxia (P<0,05), mas não diferiu entre os tratamentos 

(P>0,05). A temperatura corporal não foi influenciada pela condição gasosa e 

também não diferiu entre os tratamentos (P>0,05; Fig. 17). 
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Figura 13 – Resposta ventilatória de pintos carijós ao 15° dia de vida, com e sem 
lesão química dos neurônios 5-HT em hipercapnia associada à hiperóxia. VT: 
Volume corrente; FR: Frequência respiratória; VE: Ventilação. §anti-SERT-SAP e 
PBS diferem significativamente; #PBS difere significativamente dos demais 
tratamentos (P<0,05). 
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Figura 14 – Padrão respiratório de pintos carijós ao 15° dia de vida, com e sem 
lesão química dos neurônios 5-HT em hipercapnia associada à hiperóxia. TI: 
Tempo de inspiração; TE: Tempo de expiração; TTOT: Tempo total. §anti-SERT-
SAP e PBS diferem significativamente (P<0,05). 
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Figura 15 - Consumo de oxigênio (V̇O2) respiratório de pintos carijós ao 15° dia 
de vida, com e sem lesão química dos neurônios 5-HT em hipercapnia associada 
à hiperóxia. #PBS difere significativamente dos demais tratamentos; ╪IgG-SAP 
difere significativamente dos demais tratamentos (P<0,05). 
 

 
Figura 16 – Equivalente ventilatório (V̇E/V̇O2) respiratório de pintos carijós ao 15° 
dia de vida, com e sem lesão química dos neurônios 5-HT em hipercapnia (7% 
CO2) associada à hiperóxia (50% O2). 
 

 
Figura 17 – A) Temperatura corporal de pintos carijós ao 15° dia de vida, com e 
sem lesão química dos neurônios 5-HT em hipercapnia associada à hiperóxia; 
B) Variação da temperatura corporal (∆) dos animais após exposição gasosa. 
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3.3.4. Hipóxia 

 

Em hipóxia, não houve interação entre os tratamentos e as condições 

gasosas para os parâmetros ventilatórios, consumo de oxigênio e temperatura 

corporal (P>0,05). Portanto, foi analisado o efeito separado do tratamento e 

condição gasosa sobre os mesmos. 

O VT e FR aumentaram após a exposição à hipóxia independentemente 

do tratamento (P<0,05; Fig. 18). Os tratamentos não diferiram entre si (P>0,05). 

A ventilação dos animais aumentou em resposta à hipóxia (P<0,05). Esta, em 

valores absolutos, foi menor nos animais tratados com IgG-SAP e anti-SERT-

SAP em relação ao PBS, mas, em valores relativos, os tratamentos não diferem 

entre si (P>0,05; Fig. 18). Ou seja, a redução dos neurônios 5-HT não alterou a 

resposta ventilatória à hipóxia.  

O TI e TE reduzem em hipóxia independentemente do tratamento (P<0,05; 

Fig. 19). Não houve efeito do tratamento nos tempos de inspiração e expiração 

(P>0,05). Consequentemente, o TTOT reduziu em hipóxia em todos os 

tratamentos (P<0,05). O TTOT em segundos foi maior nos pintos anti-SERT-SAP 

comparando aos PBS (P<0,05; Fig. 17), enquanto nos animais IgG-SAP o tempo 

total foi equivalente aos demais tratamentos (P>0,05). Quando este parâmetro 

foi mensurado em percentual, o padrão respiratório durante a hipóxia não diferiu 

entre os tratamentos (P>0,05). 

O V̇O2 reduz em resposta à hipóxia (P<0,05; Fig. 20). Os animais PBS 

apresentaram maior consumo de oxigênio, em mL/min/kg, que os demais 

tratamentos (P<0,05). No entanto, a variação percentual da resposta foi 

equivalente entre os tratamentos (P>0,05). 

O equivalente ventilatório aumenta em hipóxia (P<0,05; Fig. 21) e não 

difere entre os tratamentos (P>0,05). A temperatura corporal é reduzida pela 

hipóxia em todos os tratamentos (P<0,05; Fig. 22) e estes não diferem entre si 

(P>0,05). 
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Figura 18 – Resposta ventilatória de pintos carijós ao 15° dia de vida, com e sem 
lesão química dos neurônios 5-HT em hipóxia. VT: Volume corrente; FR: 
Frequência respiratória; VE: Ventilação. §anti-SERT-SAP e PBS diferem 
significativamente; #PBS difere significativamente dos demais tratamentos 
(P<0,05). 
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Figura 19 – Padrão respiratório de pintos carijós ao 15° dia de vida, com e sem 
lesão química dos neurônios 5-HT em hipóxia. TI: Tempo de inspiração; TE: 
Tempo de expiração; TTOT: Tempo total. §anti-SERT-SAP e PBS diferem 
significativamente (P<0,05). 
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Figura 20 - Consumo de oxigênio (V̇O2) de pintos carijós ao 15° dia de vida, com 
e sem lesão química dos neurônios 5-HT em hipóxia. #PBS difere 
significativamente dos demais tratamentos (P<0,05). 
 

 
Figura 21 – Equivalente ventilatório (V̇E/V̇O2) de pintos carijós ao 15° dia de vida, 
com e sem lesão química dos neurônios 5-HT em hipóxia. 

 

 
Figura 22 - A) Temperatura corporal de pintos carijós ao 15° dia de vida, com e 
sem lesão química dos neurônios 5-HT em hipóxia; B) Variação da temperatura 
corporal (∆) dos animais após exposição gasosa. 
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4. Discussão 

 

4.1. Deleção de neurônios serotoninérgicos (neurônios 5-HT): efetividade de 

lesão química 

 

Os neurônios serotoninérgicos dos pintos carijós foram encontrados na 

linha média do tronco encefálico onde se localiza a rafe, estando de acordo com 

o catalogado por Okado et al. (1992). Esta distribuição também é equivalente em 

mamíferos (Corcoran et al., 2009), mas não foram observadas subdivisões da 

rafe assim como em mamíferos. 

O anti-SERT-SAP foi efetivo para deletar os neurônios serotoninérgicos 

de pintos indicando que o transportador de serotonina sódio dependente (SERT) 

em frangos (Larsen et al., 2004) apresenta similaridade com a proteína de 

roedores (Blakely et al., 1991; Hoffman et al., 1991; Mayser et al., 1991; 

Ramamoorthy et al., 1993; Qian et al., 1997; Abe et al., 2016; Kroeze et al., 2016; 

Miceli et al., 2017; Van Der Doelen et al., 2017; Zoratto et al., 2017) cuja 

imunotoxina apresenta especificidade (Nattie et al., 2004; Dias et al., 2007; Da 

Silva et al., 2011; Da Silva et al., 2013). 

Da Silva et al. (2011) obtiveram redução de 38% dos neurônios 

serotoninérgicos da Rafe Obscurus de ratos que receberam 100 nl de anti SERT 

SAP (0,1µM), apoiando nossos resultados. As diferenças entre os valores 

médios dos estudos pode ser atribuída ao sítio de injeção da imunotoxina. 

No presente estudo, a lesão dos neurônios 5-HT foi mais intensa na 

porção mais caudal do tronco encefálico, ou seja, no bulbo em comparação à 

ponte. Em roedores, no bulbo são encontrados importantes sítios de 

quimiorrecepção central ao CO2 (M. E. Schlaefke’, 1970; Duffin, 1971; Trouth et 

al., 1973; Nattie e Li, 2009; Da Silva et al., 2012; Nattie e Li, 2012). Este resultado 

pode ser explicado pelo padrão de difusão da droga no tronco encefálico que 

pode ter seguido o fluxo do líquor, sentido rostro-caudal. 
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4.2. Efeito da lesão central dos neurônios serotoninérgicos na massa 

corporal dos frangos 

 

Os animais tiveram crescimento corporal adequado. A média dos animais 

ao 15º dia de vida está de acordo com o catalogado para a linhagem (Morais et 

al., 2015). Este resultado evidencia que os pintos tiveram recuperação 

satisfatória ao procedimento cirúrgico. 

A redução na massa corporal dos pintos anti-SERT-SAP, em comparação 

ao IgG-SAP, pode ter sido influenciada pela redução na ingestão de ração (Lam 

et al., 2010). Pois antagonista farmacológico da serotonina atuando nos 

receptores 5-HT1AR e 5-HT6R reduz o consumo de ração em mamíferos 

(Moreau et al., 1992; Woolley et al., 2001; Heal et al., 2008). Nesse estudo, no 

entanto, não foi avaliado o consumo de ração dos animais, sendo a justificativa 

citada uma inferência a outros estudos. 

 

4.3. Efeito da lesão central dos neurônios serotoninérgicos na ventilação, 

consumo de oxigênio e temperatura corporal 

 

4.3.1. Ar ambiente (normóxia e normocapnia) 

 

Ao comparar as variáveis ventilatórias e metabólica nos três momentos 

de ar ambiente, observou-se que estas não diferiram entre si e, este padrão 

ocorreu em todos os tratamentos. A consistência do resultado indica que os 

animais estavam aclimatados à câmara pletismográfica e às condições 

experimentais. Também evidenciam que, os mesmos, estavam recuperados da 

exposição gasosa antecedente ao iniciar o protocolo seguinte. 

Os valores médios obtidos para variáveis ventilatórias e consumo de 

oxigênio, em ar ambiente, nos diferentes tratamentos, foram maiores que os 

encontrados em pintos Cobb com 10 dias de idade (Espinha et al., 2014) e 

galinhas White Leghorn de 1,6Kg durante respiração espontânea e ventilação 

artificial (Piiper et al., 1970). A divergência entre os resultados pode decorrer 

prioritariamente das diferentes genéticas que apresentaram menor taxa 

metabólica que os pintos carijós utilizados neste experimento. Para suprir a 

demanda metabólica, os animais estabeleceram o padrão ventilatório adequado. 
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Além da genética, as condições de incubação, criação e idade adotadas nestes 

experimentos também podem ter inferido diretamente nas médias obtidas para 

variáveis ventilatórias e metabólica. Visto que a ventilação e o consumo de 

oxigênio de pintos são influenciados, por exemplo, pela temperatura, PO2 e 

PCO2 na incubação (Ferner e Mortola, 2009; Mortola, 2011b; a; Mortola e Toro-

Velasquez, 2013; Amaral-Silva et al., 2017) e na criação (Wilson et al., 1975; 

Kassim e Sykes, 1982).  

Ao compararmos os parâmetros ventilatórios em ar ambiente nos 

diferentes tratamentos, verificamos que a frequência respiratória nos pintos anti-

SERT-SAP foi menor em relação ao PBS. A mudança na FR foi produto da 

alteração no padrão respiratório dos animais que tiveram o número de neurônios 

5-HT reduzido. Pois, nestes animais, o tempo de inspiração e o tempo total do 

ciclo respiratório em ar ambiente foram maiores. A alteração no padrão 

respiratório dos frangos indica que os neurônios serotoninérgicos depletados 

podem atuar na sua neuromodulação sob centros de controle da respiração. 

Embora os centros controladores não sejam conhecidos em aves, foi 

demonstrado em ratos adultos, por exemplo, que a administração in vivo de 

agonista para o receptor de serotonina 2A e 2C aumentou a FR e está associado 

a um aumento na expressão de Fos em núcleos de controle da respiração 

bulbares e pontinos tais como o NTS; superfície caudoventrolateral do bulbo, KF, 

áreas parabraquiais medial e lateral e LC (Cayetanot et al., 2002). 

Por outro lado, a FR e o TI não diferiram entre anti SERT SAP e IgG SAP, 

evidenciando que a saporina pode ser toxica para a neuroglia, promovendo 

alterações fisiológicas (Lin et al., 2013). 

O consumo de oxigênio foi maior nos animais PBS em relação aos demais 

tratamentos. O V̇O2 obtidos para o PBS aparenta ter sido influenciado pela 

unidade amostral estudada e pelo período do ano cujos ovos foram adquiridos. 

Pois os testes com os nove pintos PBS foram realizados de outubro a dezembro, 

enquanto, os demais tratamentos tiveram amostragens ao longo do ano. Por 

outro lado, o equivalente ventilatório e a temperatura corporal não diferiram entre 

os tratamentos, sugerindo que a diferença entre o V̇O2 dos tratamentos possua 

causas externas e antecedentes as condições experimentais, como o programa 

nutricional da matriz nos períodos quente e frio. Nos períodos quentes, a dieta 

das matrizes pode ser ajustada para controle do estresse calórico, de acordo 
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com as especificações da linhagem, por manipulação no conteúdo de proteína e 

energia, inclusão dos eletrólitos Na+, Cl- e K+ por exemplo (Borges et al., 2003). 

O manejo nutricional adotado pode inferir no valor nutricional do ovo, 

desenvolvimento do embrião e, consequente, metabolismo do pintinho (Qureshi 

et al., 1998; Ajuyah et al., 2003). 

 

4.3.2. Hipercapnia 

 

Após a exposição à hipercapnia, todos os grupos aumentaram a 

ventilação por aumento no volume corrente. Resultado equivalente foi obtido por 

Espinha et al. (2014) ao expor pintos, machos e fêmeas, de 10 dias de vida a 7% 

de CO2. Ratos também aumentam o volume corrente como mecanismos 

regulatório à hipercapnia (Biancardi et al., 2008; De Carvalho et al., 2014), 

confirmando a semelhança na resposta ventilatória entre aves e mamíferos. 

Os animais anti-SERT-SAP, no entanto, tiveram a resposta ventilatória à 

hipercapnia atenuada, sendo associada a redução na frequência respiratória. A 

FR no anti-SERT-SAP, por sua vez, foi influenciada pelo maior tempo inspiratório, 

expiratório e total em comparação aos controles. Este padrão respiratório indica 

que os neurônios 5-HT do rombencéfalo podem ser associados ao grupo bulbar, 

com projeções a músculos inspiratórios e expiratórios, que disparam mediante 

estímulo hipercápnico, demonstrado em frangos por Peek et al. (1975). 

O V̇O2 não foi alterado em a resposta à hipercapnia e foi equivalente entre 

os tratamentos. Este resultado concorda com os obtidos em estudos com pintos 

onde o consumo de oxigênio não foi influenciado pela hipercapnia (Mortola, 

2010; Espinha et al., 2014). 

O V̇E/V̇O2 aumentou em hipercapnia, mas não diferiu entre os tratamentos. 

Os animais PBS, este resultado pode ter sido influenciado pelo maior V̇O2 que 

reduziu o equivalente ventilatório desses animais. Nos animais IgG-SAP, por sua 

vez, o V̇E foi intermediário aos demais tratamentos e o seu quociente com o V̇O2 

não foi suficiente para ilustrar a atenuação ventilatória dos animais anti-SERT-

SAP cujo V̇E/V̇O2 apresentou grande variabilidade individual. Este resultado pode 

estar associado aos diferentes percentuais de lesão nos animais nas diferentes 

partes do tronco encefálico. 
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A temperatura corporal decaiu em todos os tratamentos após a 

hipercapnia, sendo mais intensa nos anti-SERT-SAP. Este resultado indica que 

os neurônios serotoninérgicos lesados atuaram sobre a regulação da 

temperatura corporal nos frangos (Macleod et al., 1992). Assim o papel da 

serotonina parece estar associado ao aumento da temperatura corporal frente 

aos estímulos que a depreciam (Scott e Tienhoven, 1974). A redução no 

conteúdo de serotonina no espaço sináptico também culmina na redução da 

temperatura corporal de ratos (Shortall et al., 2016). A TC dos pintos anti-SERT-

SAP, também pode ter contribuído com a variabilidade no equivalente 

ventilatório por inferir sobre o consumo de oxigênio. 

 

4.3.3. Hipercapnia associada à hiperóxia 

 

Quando os animais foram expostos à hipercapnia associada à hiperóxia, 

a ventilação aumentou em todos os tratamentos. Embriões de frangos, durante 

a bicagem externa, e pintinhos aumentam a ventilação após a exposição de 

hipercapnia associada à hiperóxia 60% (Mortola, 2004; 2011a). 

Ao comparar os valores ventilatórios médios ao protocolo anterior, onde 

os animais foram expostos à hipercapnia com os quimiorreceptores periféricos 

ativos (21% O2), os animais PBS reduziram significativamente a ventilação no 

PBS em 17%, enquanto nos demais tratamentos a diferença não foi significativa 

(P>0,05). Sugerindo que a hiperóxia foi efetiva para reduzir a 

quimiossensibilidade periférica dos pintos intactos, assim como no embrião e 

pintinhos (Mortola, 2004; 2011a). A toxina saporina, por sua vez, pode ter 

interferido nas respostas fisiológicas à hiperóxia dos animais tratados pelo IgG-

SAP e pelo anti-SERT-SAP, uma vez apresente seletividade tóxica à neuroglia 

no Núcleo do Trato Solitário (NTS), assim como em ratos (Lin et al., 2013). No 

entanto, mais estudos são requeridos para certificar esta suposição. 

De acordo com estes resultados, maior parte da quimiorrecepção ao CO2 

nos pintos foi central, concordando com os achados em patos por Milsom et al. 

(1981). 

Ao compararmos o V̇E dos diferentes tratamentos decorrente da hiperóxia, 

observamos que, após o silenciamento dos quimiorreceptores periféricos, a  

resposta ventilatória à hipercapnia não foi identificada assim como observada no 
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protocolo anterior. Sendo essa resposta comprovada pela semelhança 

encontrada entre os tratamentos para o padrão respiratório. Estes resultados 

indicam que o papel nos neurônios 5-HT no controle da respiração dos frangos 

à hipercapnia pode ser dependente da ativação da quimiorrecepção periférica 

via o NTS. 

Em mamíferos, por exemplo, o complexo pFRG/RTN atuam sobre a 

expiração ativa (Janczewski e Feldman, 2006; Pagliardini et al., 2011; Feldman 

et al., 2013). Estudos indicam que a atividade dos quimiorreceptores carotídeos 

interage e modula a sensibilidade dos quimiorreceptores centrais ao CO2 

(Forster e Smith, 2010; Smith et al., 2010). Como demonstrado por Stornetta et 

al. (2006) onde Phox2b é expressado por uma cadeia initerrupta de neurônios 

envolvidos na integração da quimiorrecepção periférica e central. Sendo esta 

rede composta pelo corpo carotídeo, quimiorreceptores aferentes, projeções do 

NTS para a superfície ventro lateral do bulbo (VLM) e complexo pFRG/RTN. 

Neste contexto, indica-se que, ao ser eliminada a participação periférica, 

o NTS não recebeu aferências vagais, impossibilitando que os neurônios 

serotoninérgicos fossem ativados à hipercapnia. Sustentando esta hipótese, 

estudo realizado em cabras demonstrou que após a desnervação vagal houve 

redução de neurônios expressando triptofano hidroxilase na rafe e da proteína 

SERT em 5 núcleos respiratórios bulbares, incluindo o NTS, sugerindo que o 

impulso excitatório para a rafe também é reduzida (Miller et al., 2013). 

Em paralelo, vias alternativas podem ter compensado a ausência da 

modulação dos neurônios 5-HT. Assim, de acordo com os resultados os 

neurônios 5-HT no rombencéfalo dos pintos podem possuir ação excitatória em 

resposta à hipercapnia. 

Ao silenciar a participação periférica na quimiorrecepção ao CO2, o V̇O2 

aumentou em todos os tratamentos e pode ter sido influenciado pelo maior VT 

obtido em resposta à hipercapnia. A similaridade entre os tratamentos para a 

ventilação e consumo de oxigênio resultou em V̇E/V̇O2 semelhante entre os 

mesmos. A temperatura corporal, por sua vez, não diminuiu em resposta à 

hipercapnia associada à hiperóxia e não diferiu entre os tratamentos, isso pode 

ser devido ao aumento no consumo de oxigênio. 
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4.3.4. Hipóxia 

 

Em resposta à hipóxia, os animais aumentaram a ventilação por 

incremento no volume corrente e na frequência respiratória. Estes foram 

modulados pela redução nos tempos inspiratórios, expiratórios e, consequente, 

total. Pintos e patos de um dia também apresentaram aumento no volume 

corrente e frequência respiratória em resposta à hipóxia (Mortola e Toro-

Velasquez, 2014). 

A ventilação em valores absolutos foi maior nos animais tratados com PBS 

visto que estes apresentaram menor TTOT que os demais tratamentos e este 

resultado pode ser atribuído ao maior consumo de oxigênio apresentado por 

esses animais em condição basal. No entanto, quando os parâmetros 

ventilatórios em hipóxia foram avaliados em percentual do basal, não houve 

diferença entre os tratamentos. Logo, a resposta ventilatória dos pintos à hipóxia 

foi semelhante entre os tratamentos. Esta aumentou em aproximadamente 50% 

em relação ao ar ambiente, concordando com os resultados obtidos por (Bavis 

e Simons, 2008) para codornas expostas a 11% de O2. 

De ante da baixa PO2, os pintos reduziram o V̇O2, aumentando o V̇E/V̇O2 e 

reduzindo a TC em todos os tratamentos como mecanismo de sobrevivência. 

Foi observado aumento da frequência respiratória e redução do volume 

corrente nos primeiros 15 minutos de exposição, postulando-se que a 

hiperventilação de frangos, no início da hipóxia, pode ser restrita ao espaço 

morto respiratório para maximizar a perda de calor evaporativa reduzindo a 

temperatura corporal e metabolismo do animal (Bicego et al., 2007). Este 

mecanismo, também pode previnir a hipocapnia durante o ofego (Mortola e 

Maskrey, 2011).  

Os resultados, portanto, demonstram que os neurônios serotoninérgicos 

não participam da resposta ventilatória à hipóxia. Concordando com (Da Silva et 

al., 2013) ao exporem ratos, cujo conteúdo de neurônios 5-HT na rafe obscurus 

foi reduzido, à hipóxia de 10%. 
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5. Conclusões 

 

Os neurônios serotoninérgicos participam da resposta ventilatória à 

hipercapnia em frangos, sendo dependente das aferências dos 

quimiorreceptores periféricos. Mas não participam da resposta ventilatória à 

hipóxia. 
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CAPÍTULO 3 - Efeito da inibição da síntese de serotonina no controle 

respiratório de frangos carijó 

 

Resumo: Ajustes respiratórios à mudanças na PaO2 e PaCO2 são reguladas por 

sítios no sistema nervoso central (SNC) que são ativados por quimiorreceptores 

periféricos e centrais. A quimiorrecepção central é a principal via para resposta 

ventilatória a aumentos na PCO2 em aves, porém não foram identificados os 

sítios e tipos de neurônios envolvidos. Em mamíferos, por sua vez, a rafe é uma 

região que possui importantes neurônios quimiossensíveis como os neurônios 

serotoninérgicos. Objetivou-se avaliar o papel da depleção de serotonina (5-HT) 

na resposta ventilatória de frangos à hipercapnia e hipóxia. Para isto utilizou-se 

a p-clorofenilalanina (PCPA, 100mg/kg) contrastada com grupos controle, 

solução veículo (salina 0,9% e HCl 1N) ou salina 0,9%, aplicados i.p., ao 11º dia 

de vida, por quatro dias consecutivos. Foram mensurados ventilação (V̇E), 

padrão respiratório, consumo de oxigênio (V̇O2) e temperatura corporal (TC). O 

PCPA reduziu a taxa de utilização da 5-HT na rafe bulbar das aves (P<0,05), 

embora não tenha sido observada redução no conteúdo de serotonina e seu 

metabólito nessa região (P>0,05). Em ar ambiente, a frequência respiratória (FR) 

foi reduzida pelo PCPA (P<0,05). Em resposta à hipercapnia, a FR foi maior nos 

animais PCPA, sendo seguida pelo veículo e salina (P<0,05). A V̇E também foi 

maior nos animais PCPA em comparação com o PBS (P<0,05), mas não diferiu 

do controle veículo (P>0,05). O padrão respiratório à hipercapnia também diferiu 

entre o PCPA e PBS apenas, sendo o tempo total menor nos animais PCPA 

(P<0,05). O V̇O2 e a TC não diferiram entre os tratamentos após à hipercapnia 

(P>0,05). Com a hipóxia, os animais hiperventilaram e reduziram o V̇O2 e a TC 

(P<0,05), mas não houve efeito significativo do tratamento (P>0,05). De acordo 

com os resultados obtidos, conclui-se que a serotonina apresenta um papel 

tônico excitatório no controle da frequência respiratória de frangos. Não sendo 

possível precisar a sua participação na resposta ventilatória à hipercapnia.  A 

serotonina não participa da resposta ventilatória à hipóxia. 

Palavras-chave: aves, hipercapnia, hipóxia, p-clorofenilalanina, 

quimiorrecepção central, serotonina, ventilação pulmonar 
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1. Introdução 

 

O sistema respiratório é responsável pela captação de O2 e eliminação de 

CO2, mantendo a PO2 e PCO2 em níveis adequados aos processos fisiológicos. 

Para isto, sensores (quimiorreceptores) detectam alterações na PaO2, PaCO2 e 

pH e esta informação é conduzida para regiões de controle no encéfalo, os quais 

coordenam as informações e enviam impulsos para os efetores envolvidos na 

ventilação (Powell, 2015). A quimiorrecepção em vertebrados ocorre por vias 

periféricas e centrais (O'regan e Majcherczyk, 1982; Milsom, 2002). 

Os quimiorreceptores periféricos respondem às reduções na PO2 e pH e 

aos aumentos na PCO2 arterial, liberando neurotransmissores em taxas 

correlacionadas ao estímulo. São células glômus que em mamíferos, aves e 

alguns répteis, estão contidas no corpúsculo carotídeo (O'regan e Majcherczyk, 

1982; Hempleman e Warburton, 2013; Reichert et al., 2015; Reyes et al., 2015). 

Em aves, estes órgãos bilaterais são encontrados dentro da cavidade torácica 

ao lado da artéria carótida comum, cranial da origem da artéria subclávia e 

adjacente à tireóide, paratireoides e glândulas ultimobranquiais (Yamatsu e 

Kameda, 1995; Kameda, 2002). As células glômus aviárias também são 

encontradas nas paredes da carótida comum e seus ramos, sendo identificados 

por métodos anatômicos e fisiológicos e exibem imunoreatividade intensa para 

a serotonina, tirosina hidroxilase e cromogranina A (Kameda, 2002).  

Os quimiorreceptores centrais são os mais importantes no controle da 

resposta ventilatória de aves à elevada PCO2, mas não se sabe quais neurônios 

estão envolvidos nem sua localização. 

Em mamíferos, os quimiorreceptores centrais estão amplamente 

distribuídos no sistema nervoso central (Nattie e Li, 2012). Também foi 

identificada quimiossensibilidade no locus coeruleus de lagartos (Zena et al., 

2016) e anuros (Gargaglioni et al., 2010; Reed et al., 2018), evidenciando 

semelhanças entre mamíferos e outras classes de vertebrados na 

quimiorrecepção central. 

Os principais sítios centrais de quimiorrecepção em mamíferos são o 

núcleo do trato solitário (NTS), o locus coeruleus (LC), o núcleo retrotrapezóide 

(RTN), regiões específicas do hipotálamo e a rafe (Coates et al., 1993; Nattie e 

Li, 2009; Da Silva et al., 2012; Nattie e Li, 2012). Dentre os sítios de 
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quimiorrecepção central, a rafe dispõe-se na linha média do tronco encefálico, 

do mesencéfalo ao bulbo e possui grande variedade de neurônios 

quimiossensíveis com predominância dos serotoninérgicos que se projetam aos 

diversos sítios reguladores da respiração (Millhorn et al., 1988; Calizo et al., 

2011; Iceman et al., 2014). 

Os neurônios serotoninérgicos (neurônios 5-HT) apresentam papel crucial 

na resposta ventilatória de roedores ao CO2 (Corcoran et al., 2009). Estudos 

mostraram que, após injeção da imunotoxina anti-SERT-SAP, que provocou 

deleção específica dos neurônios serotoninérgicos nos núcleos da rafe, a 

ventilação de ratos machos foi atenuada em hipercapnia (Nattie et al., 2004; Dias 

et al., 2007; Da Silva et al., 2011). Esta resposta também pode ser atribuída a 

redução no conteúdo de substância P e glutamato oriundos de neurônios que 

apresentam cotransmissão (Arvidsson et al., 1994; Azmitia, 1999; Yokota et al., 

2015). 

Neste contexto, a utilização da p-clorofenilalanina (PCPA) tem 

representado uma alternativa metodológica para verificar o papel na serotonina 

no controle respiratório dos animais. Pois, essa droga promove inibição 

irreversível da enzima triptofano hidroxilase, bloqueando a biossíntese de 

serotonina. A administração oral de 100mg/kg de PCPA apresentou redução no 

conteúdo de serotonina no encéfalo e sangue de ratos no dia seguinte (Koe e 

Weissman, 1966). Ao ser injetado 300mg/kg de PCPA via intraperitoneal em 

ratos, estes tiveram ventilação maior que os animais controle, tratados com 

salina, em ar ambiente e após hipercapnia (Annerbrink et al., 2003). Assim como 

em ratos, ovinos tratados com PCPA (100 mg/kg i.v.) também apresentaram 

ventilação maior que os tratados com salina em condições ambientais normais 

(Mitchell et al., 1983). As diferenças entre os resultados obtidos pelas diferentes 

abordagens metodológicas evidenciam a complexa atuação da serotonina na 

regulação respiratória. Esta pode influenciar a ventilação regulando o sistema 

nervoso central e periférico, via quimiorreceptores do corpo carotídeo e pode 

exercer efeitos inibitórios ou excitatórios na ventilação (Bisgard et al., 1979; E. 

B. Olson et al., 1979; Corcoran et al., 2009). 

Em pintos, a administração de 100 mg/kg de PCPA via intraperitoneal 

reduziu o conteúdo de 5-HIAA:5-HT no encéfalo, mas não foram estudados os 

efeitos da PCPA no controle respiratório dos mesmos (Buchanan et al., 1994), 
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sendo desconhecido o papel da serotonina no controle da respiração de aves. A 

densa distribuição de somatas e fibras 5-HT sob a rafe de frangos, no entanto, 

sugere que este neurotransmissor possui uma importância considerável nos 

diversos processos (Yamada et al., 1984; Yamada e Sano, 1985). Além disso, 

estes animais respondem à hipercapnia e hipóxia aumentando a ventilação 

(Mortola, 2010; Espinha et al., 2014), sendo fundamental descobrirmos as vias 

de resposta. 

Diante do exposto, objetivou-se avaliar o papel da depleção de serotonina 

na resposta ventilatória de frangos à hipercapnia e hipóxia. 

 

2. Material e Métodos 

 

2.1. Animais 

 

O experimento foi realizado no Departamento de Morfologia e Fisiologia 

Animal – DMFA da UNESP/FCAV, sendo utilizados 57 pintos Carijó (Gallus 

gallus domesticus, Global Breeders®), machos e fêmeas com ovos de matrizes 

entre 34 e 50 semanas de idade adquiridos em granja comercial (Globo Aves®) 

entre setembro e dezembro de 2016 e 2017.  

Com o modelo animal equivalente ao experimento apresentado 

anteriormente, adotou-se a mesma metodologia para manejo dos ovos e dos 

animais. 

Os ovos foram transportados em carro da universidade munido de ar 

condicionado, regulado para fornecer a temperatura ambiente em torno de 21°C. 

Na Universidade, os mesmos foram identificados e pesados para, 

posteriormente, serem incubados em série com intervalo máximo de cinco dias 

de acordo com o guia de manejo de incubação da linhagem (Cobb-Vantress, 

2008). O ovos apresentaram 60 ± 3g e foram armazenados em câmara climática 

a 16°C, paralisando o desenvolvimento embrionário. No dia da incubação, os 

ovos foram mantidos em sala climatizada a 27 ± 1°C por 4 horas reduzindo o 

choque térmico no momento da transferência para incubadora. A incubadora 

(Premium ecológica) foi previamente programada para a temperatura em 37,5°C, 

umidade relativa em 55%, viragem a cada hora e circulação do ar uniforme. No 

18º dia de incubação, os ovos foram retirados da incubadora, posto em sacos de 
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tule para não perder a identificação do pinto e transferidos para o nascedouro 

(Premium Ecológica), interrompendo as viragens. No 21° dia, os pintinhos 

eclodiram com a taxa de 90% e foram retirados do nascedouro com a penugem 

seca, sendo verificado a cicatrização do umbigo e o peso dos mesmos. 

No primeiro dia, os pintinhos foram identificados e alojados em caixas 

criatórias com controle da temperatura ambiente e foto período. A temperatura 

no interior das caixas foi de 31 ± 0,5 e 28 ± 0,5 °C na primeira e segunda semana 

de vida respectivamente, sendo ajustada, em função da idade do animal 

(Cassuce et al., 2013; Cândido et al., 2016). O monitoramento das caixas foi 

realizado com o auxílio de termohigrômetro digital todos os dias. Foi adotado o 

ciclo claro:escuro de 14:10 horas (luz acesa às 6h e apagada às 20h) que foi 

controlado por timer temporizador. Água e ração inicial foram fornecidas ad 

libitum. A ração comercial foi formulada para atender as exigências dos animais 

utilizando como macro ingredientes milho integral moído, farelo de trigo, farelo 

de soja e farinha de carne (Agromix®). Diariamente, os animais foram pesados 

para acompanhamento do seu desenvolvimento e viabilidade experimental. 

 

2.2. Procedimento de administração da droga 

 

Diariamente, a cada injeção, a droga para-Clorophenilalanina (PCPA; 

Sigma Aldrich®) foi dissolvida a fresco, em solução veículo composta por 

solução salina 0,9% e HCl 1N (de acordo com especificação do fabricante) 

possuindo a concentração final de 100 mg/mL e pH 1,5. Esta foi a concentração 

mínima para dissolução da droga. O PCPA foi dissolvido com o auxílio de um 

banho ultra sônico que foi programado em três minutos, uma hora antecedente 

a aplicação no animal no máximo para evitar oxidação. Foram adotados três 

grupos experimentais, sendo o PCPA e dois controles, cujos animais receberam 

a solução veículo (salina 0,9% e HCl 1N) ou salina 0,9%. A droga ou controles 

foram aplicados nos animais ao 11º dia de vida com dose de 100 mg/kg 

(Buchanan et al., 1994), via intraperitoneal, em quatro dias consecutivos, 

mantendo o intervalo de 24h entre as doses, visando maximizar o efeito da droga 

à baixa mortalidade.  Os protocolos experimentais foram realizados no dia 

subsequente à última aplicação da droga, entre 20 e 28h após. 
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2.3. Parâmetros mensurados 

 

Assim como no experimento apresentado anteriormente, os parâmetros 

fisiológicos mensurados foram ventilação pulmonar, consumo de oxigênio e 

temperatura corporal, seguindo o mesmo padrão metodológico.  

 

2.3.1. Medida da ventilação pulmonar (V̇E) 

 

As medidas de 𝑉̇𝐸 em frangos foram obtidas por método barométrico, 

pletismografia de corpo inteiro, em um sistema fechado (Drorbaugh e Fenn, 

1955), utilizando uma câmara cilíndrica de 5L saturada por uma lâmina d’água 

na qual o animal não teve contato. Durante a realização de cada medida de 

ventilação, o fluxo de ar foi interrompido e a câmara do animal permaneceu 

totalmente vedada por aproximadamente 2 minutos e as oscilações de pressão, 

oriundas da diferença, na temperatura e umidade, entre o ar inspirado e expirado 

pelo animal, foram captadas por um transdutor de pressão diferencial e os sinais 

foram amplificados (ML141 espirometro, PowerLab, ADInstruments). O sinal foi 

enviado para o sistema de aquisição e análise dos dados (PowerLab, 

ADInstruments). O volume de ar foi calibrado em cada experimento, injetando-

se 2 mL de ar na câmara do animal com o uso de uma seringa graduada. 

Foram feitas contagens dos picos de ventilação para frequência 

respiratória (FR). O volume corrente (VT) foi calculado através da fórmula de 

Drorbaugh e Fenn (1955), adaptada por Bartlett e Tenney (1970), abaixo:  

𝑉𝑇 =  
𝑃𝑇 

𝑃𝐾 
 . 𝑉𝐾 .

𝑇𝐶(𝑃𝐵 − 𝑃𝐴)

𝑇𝐶(𝑃𝐵 − 𝑃𝐴) −  𝑇𝐴(𝑃𝐵 − 𝑃𝐶)
 

 

PT: deflexão de pressão associada com cada volume de ar corrente; VK: volume 

de ar injetado na câmara do animal para calibração; PK: deflexão de pressão 

associada com cada volume de ar injetado para calibração, TC: temperatura 

corporal (em Kelvin); PB: pressão barométrica; PA: pressão de vapor d’água à 

temperatura da câmara; TA: temperatura do ar dentro da câmara; PC: pressão de 

vapor d’água à temperatura corporal. 

O volume corrente foi calculado na condição de pressão barométrica 

ambiente, a temperatura corporal, e saturado com vapor de água (BTPS). A 
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ventilação pulmonar foi calculada pelo produto de FR x VT. O padrão respiratório, 

posteriormente, correspondeu à duração total do ciclo respiratório, tempo de 

inspiração e tempo de expiração mensurados em análise pelo software 

LabChart7. O tempo de inspiração correspondeu ao tempo médio entre o vale e 

a pico do sinal ventilatório e o tempo de expiração foi calculado a partir da 

diferença entre a duração total do ciclo e o tempo de inspiração, sendo dado em 

segundos. 

 

2.3.2. Medida do consumo de oxigênio (V̇O2) 

 

Medidas do 𝑉̇𝑂2 foram realizadas utilizando o sistema respirometria de 

fluxo aberto por “Push-mode”. O oxigênio da entrada e saída de ar na caixa foi 

analisado com analisador de gases (ML206, AdInstruments, NSW, Australia). 

Após estabilização do registro, a concentração de O2 na saída da câmara foi 

mensurada por um minuto, sendo seguido pela medida de O2 na entrada, 

durante o registro de ventilação, para posterior determinação do consumo de 

oxigênio. O 𝑉̇𝑂2 foi calculado pela fórmula (Frappell et al., 1992): 

𝑉̇𝑂2 =
𝑓(𝑂2𝑒

− 𝑂2𝑠
)

1 − 𝑂2𝑒

 

 

Onde; f é o fluxo de ar na entrada da câmara, O2 e é a concentração de oxigênio 

na entrada e O2s a concentração oxigênio na saída. O 𝑉̇𝑂2 foi corrigido pela 

massa do animal, sendo dado em mL/min.kg e para condições padrão de 

temperatura, pressão atmosférica e ar seco (STPD). A partir do 𝑉̇𝐸 e 𝑉̇𝑂2 foi 

calculado o equivalente ventilatório (𝑉̇𝐸/𝑉̇𝑂2). 

 

2.3.3. Medida da temperatura corporal 

 

A temperatura corporal (TC) foi medida por meio de um termômetro digital 

(HH12B-Omega) cujo sensor foi introduzido no reto a 3 cm de profundidade pela 

cloaca do animal no início e no final de cada protocolo, obtendo a temperatura 

corporal em condições basal e após a condição gasosa. 
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2.4. Protocolos experimentais 

 

Foram adotados dois protocolos experimentais para avaliar o papel da 

depleção de serotonina na resposta ventilatória de frangos carijó à hipercapnia 

e à hipóxia. 

 

P1) Papel da serotonina na resposta ventilatória à hipercapnia de frangos carijó 

 

Ao 15º dia de idade, os animais foram colocados na câmara 

pletismográfica cilíndrica de 5L e, inicialmente, ventilada com ar ambiente, 

normóxia e normocapnia (21% O2), com o auxílio de uma bomba de ar para 

aquário (Big Air, Super pump A420) que empurrou o ar para dentro da câmara 

usando o fluxo de 2000 mL/min. 

Os animais foram habituados às condições experimentais por 30 minutos. 

Em seguida, foi iniciado o protocolo experimental com a concentração 

atmosférica do O2 e CO2, sendo registrados os parâmetros fisiológicos 

normóxicos e normocápnicos. As medidas da ventilação pulmonar (𝑉̇𝐸) e 

consumo de oxigênio (𝑉̇𝑂2) foram realizadas após 30 minutos. 

Em seguida, os animais foram submetidos à hipercapnia (7% de CO2, 

21% de O2 e N2 balanço), por 30 minutos utilizando um misturador de gases 

programado para empurrar o ar para a câmara no mesmo fluxo que a bomba de 

aquário. Ao final da exposição à hipercapnia, as variáveis ventilatórias, 

metabólica e temperatura corporal foram mensuradas. 

Após a hipercapnia, o animal voltou a respirar ar ambiente por uma hora 

e as variáveis mensuradas novamente, verificando o retorno aos valores basais, 

para serem submetidos ao protocolo seguinte. 

 

P2) Papel da serotonina na resposta ventilatória à hipóxia de frangos carijó 

 

Após uma hora da exposição à hipercapnia, com os parâmetros basais 

mensurados, os animais foram submetidos à hipóxia com mistura gasosa 

contendo 10% O2 e equilibrada com N2 (misturador de gases), sendo mantido o 
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período de 30 minutos para mensuração da V̇E, V̇O2 e temperatura corporal. Em 

seguida, o animal foi exposto ao ar ambiente (1 hora) para posterior eutanásia. 

 

2.5. Efetividade da depleção de serotonina 

 

No final do experimento 2, foi feita a eutanásia dos animais mediante 

decapitação em guilhotina, sem aplicação de anestésico, para remoção do 

encéfalo a fresco. O encéfalo removido foi imediatamente congelado em 

isopentano, embalado em papel alumínio, devidamente identificado e 

armazenado em freezer a -80 °C. 

Posteriormente, os encéfalos foram transportados para o Laboratório de 

Neuropsicofarmacologia - PANT da Faculdade de Ciências Farmacêuticas 

de Araraquara (FCFar/UNESP), em gelo seco, onde foram  processados em 

criostato a -30°C para coleta do material a ser analisados com o auxílio de 

agulhas de punch com 1mm de raio, sendo coletada amostras do bulbo (linha 

média) e na superfície ventrolateral, na linha média do mesencéfalo e do 

hipotálamo, de acordo com o atlas de Kuenzel e Masson (1988), para dosagem 

da serotonina (5-HT) e do seu metabólito ácido 5-hidroxiindolacético (5HIAA). 

As amostras foram coletadas e acondicionadas em tubos eppendorf, 

previamente pesados e acondicionados em freezer a -80 °C por uma semana, 

quando então o material foi analisado por cromatografia de alta eficiência 

acoplada a detector eletroquímico (HPLC-ED). O material foi pesado e 

homogeneizado com ácido perclórico 0,1M em ultrassom e centrifugado a 13000 

rpm por 10 minutos à 4ºC. O sobrenadante foi injetado no HPLC (40µl) 

previamente estabilizado com a fase móvel por 12h. A fase móvel foi composta 

por ácido cítrico 50mM, KCl 2mM, ácido heptasulfônico 1,2mM, ácido etileno-

diamino-tetra-acético (EDTA) e água Milli Q com pH 3,2. Para uso da fase móvel, 

foi adotada a proporção do tampão 88,03%, metanol 9,96%, acetonitrila 2,11%, 

homogeneizados no ultrassom com vácuo por 5 minutos e filtrados em 

membrana 0,45µm. 

Para calibrar a curva, foi adicionado 20µl das soluções padrão 5-HT e 

5HIAA (2500µg/mL), previamente preparada e conservada a -80 °C, e aferido 

para 1mL com ácido perclórico. A separação foi realizada em coluna de fase 

reversa C18 (Shim-pack VP-ODS, 5μm, 250 X 4,6 mm; Shimadzu), precedida de 
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pré-coluna C18 (Shim-pack VP-ODS, 5 μm, 10 X 4,6 mm; Shimadzu). O fluxo da 

bomba do HPLC foi 1 mL/min. 

Os dados cromatográficos foram processados pelo software Empower, 

onde as monoaminas foram identificadas de acordo com seu tempo de eluição 

e quantificadas de acordo com a área do pico, pelo método do padrão interno 

(DHBA, como padrão interno). 

 

2.6. Análise estatística 

 

Foi avaliado o efeito do sexo nos diferentes tratamentos para dosagem 

de serotonina e para as variáveis estudadas em ar ambiente. Estes dados foram 

submetidas à análise de variância - ANOVA two-way para medidas repetidas, 

onde o sexo e o tratamento foram os fatores. Não havendo interação entre os 

fatores e diferença entre os sexos, os dados foram agrupados por tratamento. 

Uma vez agrupados, os dados das variáveis respiratórias, V̇O2 e TC 

foram avaliados por ANOVA two-way, sendo os três tratamentos e as duas 

condições gasosa os fatores em cada protocolo. Holm-Sidak foi o pós-teste. As 

médias do massa corporal e quantificação da imunoistoquímica foram 

comparadas pelo teste t Student. Valores de P<0,05 foram considerados 

significativos. As análises foram realizadas pelo software SigmaPlot e SigmaStat 

3.1. 

 

3. Resultados 

 

3.1. Dosagem de serotonina (5-HT) e do ácido 5-hidroxiindolacético (5-

HIAA): Efetividade da depleção de serotonina 

 

Ao comparar o conteúdo de setotonina (5-HT), ácido 5-hidroxiindolacético 

(5-HIAA) e a razão 5-HIAA:5-HT das diferentes regiões encefálicas dos pintos 

entre os tratamentos, observou-se diferença significativa entre os mesmos 

(P<0,05; Fig. 1). 

O conteúdo de serotonina na linha média do bulbo e do mesencéfalo, 

regiões com equivalência a rafe, foi maior nos animais tratados pelo PCPA 

(P<0,05). Não houve diferença entre os tratamentos para a quantidade de 5-HT 
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da coluna respiratória da superfície ventro-lateral do bulbo (P>0,05). No 

hipotálamo, no entanto, os animais tratados pelo PCPA apresentaram redução 

na 5-HT em comparação ao veículo (P<0,05). 

O 5-HIAA na coluna respiratória foi menor nos pintos PCPA que nos 

animais salina (P<0,05), mas foi semelhante ao veículo (P>0,05). Já, no 

mesencéfalo, o 5-HIAA foi maior no PCPA e na salina em comparação ao veículo 

(P<0,05). Não houve diferença significativa entre os tratamentos para o 

metabólito da serotonina no bulbo nem no hipotálamo (P>0,05). 

Já a razão 5-HIAA:5-HT, taxa de utilização da serotonina, no bulbo e na 

coluna respiratória (CR), foi menor no PCPA em comparação ao PBS (P<0,05), 

mas foi semelhante ao veículo (P>0,05). Não houve diferença entre os 

tratamentos no 5-HIAA:5-HT do mesencéfalo e hipotálamo (P>0,05). 

  

 
Figura 1 – Serotonina (5-HT), ácido hidroxiindolacético (5-HIAA) e 5-HIAA:5-HT 

contidos na linha média do bulbo, grupos de controle respiratório (¹GR) da 

superfície ventrolateral do bulbo, linha média do mesencéfalo e no hipotálamo 

de pintos ao 15º dia de vida, tratados com PCPA ou não. Letras diferentes, 

tratamentos diferem entre si para o parâmetro avaliado (P<0,05) 
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3.2. Efeito da depleção de serotonina na massa corporal dos frangos  

 

Ao comparar as médias para massa corporal nos diferentes tratamentos, 

demonstrado na Figura 2, observou-se que os pintos tratados com PCPA foram 

mais leves que os animais tratados com salina (P<0,05). Animais tratados com 

solução veículo (Salina 0,9% e HCl 1N), no entanto, apresentaram massa 

corporal semelhante aos demais tratamentos (P>0,05). 

 

 
Figura 2 – Massa corporal médio de pintos ao 15º dia de vida, com serotonina 
depletada pelo PCPA ou não. *Letras diferentes, tratamentos diferem 
significativamente entre si (P<0,05). 
 

3.3. Efeito da depleção de serotonina na ventilação, consumo de oxigênio e 

temperatura corporal 

 

3.3.1. Ar ambiente (normóxia e normocapnia) 

 

Os parâmetros ventilatórios e metabólicos dos pintos carijós controles 

(salina e veículo) e PCPA em ar ambiente foram medidos nos protocolos de 

hipercapnia e hipóxia. Os parâmetros não diferiram entre os dois protocolos 

adotados em todos os tratamentos (P>0,05; Fig. 3 e 4). Também não houve 

diferença entre machos e fêmeas para as variáveis mensuradas (P>0,05). 

Sendo, por tanto, consideradas as médias entre os mesmos como respostas 

fisiológica basal para comparação após os estímulos gasosos subsequentes. 
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Os valores médios para as variáveis ventilatórias, compostas pelo volume 

corrente (VT), frequência respiratória (FR) e ventilação (V̇E), bem como para o 

padrão respiratório, determinado pelo tempo de inspiração (TI), tempo de 

expiração (TE) e tempo total (TTOT) e equivalente ventilatório (V̇E/V̇O2) em ar 

ambiente estão apresentados na Tabela 1. 

 
Figura 3 – A) Resposta ventilatória e B) padrão respiratório de pintos carijós ao 
15° dia de vida, com e sem depleção de serotonina em ar ambiente nos dois 
protocolos experimentais. VT: Volume corrente; FR: Frequência respiratória; VE: 
Ventilação; TI: Tempo de inspiração; TE: Tempo de expiração; TTOT: Tempo total. 
¥anti-SERT-SAP difere dos demais tratamentos; #PBS difere significativamente 
dos demais tratamentos; §anti-SERT-SAP e PBS diferem significativamente 
(P<0,05). 



90 
 

 

 
 

 
Figura 4 – A) Consumo de oxigênio (V̇O2); B) equivalente ventilatório (V̇E/V̇O2) de 
pintos carijós ao 15° dia de vida, com e sem depleção de serotonina em ar 
ambiente nos três protocolos experimentais. #PBS difere significativamente dos 
demais tratamentos (P<0,05). 

 

Tabela 1 – Parâmetros ventilatórios e metabólicos, em ar ambiente, de pintos 
carijós, ao 15º dia de vida, com serotonina depletada ou não 

Parâmetros Salina Veículo PCPA 

n=19 n=20 n=28 

VT
1 (ml.kg-1) 25,87 ± 1,17 22,00 ± 1,00 25,59 ± 0,85 

FR
2 (Resp.min-1) 59,40 ± 2,14 a 60,13 ± 1,84 a 50,12 ± 1,55 b 

V̇E
3 (mL.kg-1.min-1) 1522,08 ± 69,36 a 1271,23 ± 59,52 b 1249,72 ± 50,15 b 

TI
4 (s) 0,48 ± 0,02 b 0,49 ± 0,02 b 0,57 ± 0,01 a 

TE
5 (s) 0,62 ± 0,03 b 0,61 ± 0,03 b 0,78 ± 0,02 a 

TTOT
6 (s) 1,10 ± 0,05 b 1,09 ± 0,04 b 1,34 ± 0,04 a 

V̇O2 (mL.kg-1) 56,51 ± 1,64 a 47,25 ± 1,40 b 46,05 ± 1,19 b 

V̇E/V̇O2
7 27,08 ± 1,48 27,99 ± 1,27 27,87 ± 1,08  

TC
8 (°C) 41,44 ± 0,12 41,57 ± 0,12 41,51 ± 0,10 

¹ VT: Volume corrente; 2FR: Frequência respiratória; 3V̇E: Ventilação; 4TI: Tempo de inspiração; 5TE: Tempo de expiração; 
6TTOT: Tempo total; 7V̇E/V̇O2: Equivalente ventilatório; 8TC: Temperatura corporal. Letras distintas na mesma linha, 

tratamentos diferem significativamente entre si (P<0,05). 

 

De acordo com a tabela 1, a FR, em ar ambiente, foi menor nos pintos 

PCPA que nos controles (P<0,05). Os valores médios para VT e V̇E em ar 

ambiente não diferiram entre os tratamentos (P>0,05). O padrão respiratório dos 

pintos foi influenciado pelo tratamento. O tempo de expiração e tempo total foram 

maiores dos pintos PCPA (P<0,05; Fig.3B). Houve diferença para o consumo de 

oxigênio (V̇O2), que foi maior nos animais salina (P<0,05; Tabela 1). O 
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equivalente ventilatório e temperatura corporal em ar ambiente não diferiu entre 

os tratamentos (Fig. 12, P>0,05). 

 

3.3.2. Hipercapnia 

 

Houve diferença entre os tratamentos para as variáveis respiratórias 

mensuradas. O volume corrente (VT) de pintos carijós, em valores absolutos, 

aumentou na exposição à hipercapnia, sendo maior nos animais salina em 

comparação ao veículo e ao PCPA (P<0,05). Pintos veículo e PCPA não 

diferiram entre si (P>0,05). A variação relativa no VT em resposta à hipercapnia 

não diferiu entre os tratamentos (P>0,05). A frequência respiratória (FR) em 

hipercapnia diferiu entre os tratamentos (P<0,05). Em valores absolutos, a FR foi 

maior nos animais PCPA e veículo em relação aos pintos salina (P<0,05) e, em 

valores relativos, foi maior no PCPA, seguido pelo veículo e salina (P<0,05). 

Houve interação entre os tratamentos e as condições gasosas para a ventilação 

(P<0,05). O V̇E aumenta em hipercapnia, sendo maior no tratamento PCPA em 

comparação a salina (P<0,05; Fig. 5). V̇E nos pintos veículo em hipercapnia não 

diferiu dos demais tratamentos (P>0,05). 

Para o padrão respiratório, apresentado na Figura 6, os tempos de 

inspiração (TI), expiração (TE) e total (TTOT) foram influenciados pela interação 

entre os tratamentos e as condições gasosa (P<0,05). Em hipercapnia, TI, TE e 

TTOT foram maiores nos pintos salina em comparação aos animais PCPA e 

veículo (P<0,05). O padrão respiratório dos animais PCPA e veículo não 

diferiram significativamente (P>0,05). 

O consumo de oxigênio (V̇O2; Fig. 7), não foi alterado pela hipercapnia e 

não diferiu entre os tratamentos (P>0,05). O equivalente ventilatório aumentou 

em resposta à hipercapnia em todos os tratamentos de modo semelhante 

(P>0,05; Fig 8). A temperatura corporal (TC; Fig.9) diminuiu em resposta à 

hipercapnia e não diferiu entre os tratamentos (P>0,05). 

 

 



92 
 

 

 

Figura 5 – Resposta ventilatória de pintos carijós ao 15° dia de vida, com e sem 
depleção de serotonina à hipercapnia. VT: Volume corrente; FR: Frequência 

respiratória; V̇E: Ventilação. ¥anti-SERT-SAP difere significativamente dos 
demais tratamentos; #PBS difere significativamente dos demais tratamentos; 
§anti-SERT-SAP e PBS diferem significativamente; *Tratamentos diferem 
significativamente entre si (P<0,05). 
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Figura 6 – Padrão respiratório de pintos carijós ao 15° dia de vida, com e sem 
depleção de serotonina em hipercapnia. TI: Tempo de inspiração; TE: Tempo de 
expiração; TTOT: Tempo total. ¥anti-SERT-SAP difere significativamente dos 
demais tratamentos; #PBS difere significativamente dos demais tratamentos 
(P<0,05). 
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Figura 7 - Consumo de oxigênio (V̇O2) de pintos carijós ao 15° dia de vida, com 
e sem depleção de serotonina em hipercapnia. #PBS difere significativamente 
dos demais tratamentos (P<0,05). 

 
Figura 8 – Equivalente ventilatório (V̇E/V̇O2) de pintos carijós ao 15° dia de vida, 
com e sem depleção de serotonina em hipercapnia. 

 

 
Figura 9 - A) Temperatura corporal de pintos carijós ao 15° dia de vida, com e 
sem depleção de serotonina em hipercapnia; B) Variação da temperatura 
corporal (∆) dos animais após exposição gasosa. 
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3.3.3. Hipóxia 

 

Os parâmetros ventilatórios, apresentados na figura 10, diferiram entre os 

tratamentos em resposta à hipóxia 10%. O VT aumentou em hipóxia nos 

tratamentos PCPA e veículo (P<0,05) e não diferiu no salina (P>0,05). 

Consequentemente, em hipóxia, o volume corrente foi maior nesses tratamentos 

em comparação à salina (P<0,05). A FR aumentou após a exposição à hipóxia 

em todos os tratamentos (P<0,05). Esta foi menor nos animais PCPA (P<0,05), 

mas a variação percentual foi equivalente entre os tratamentos (P>0,05). A 

ventilação aumentou em hipóxia em todos os tratamentos (P<0,05) que não 

diferiram entre si (P>0,05). 

O TI na hipóxia foi semelhante ao encontrado em ar ambiente (P>0,05). 

Em valor absoluto foi maior nos pintos PCPA em relação aos demais tratamentos 

(P<0,05), mas a variação percentual em resposta à hipóxia não diferiu entre os 

tratamentos (P>0,05). O TE e o TTOT reduziram em hipóxia em todos os 

tratamentos (P<0,05). Estes foram mais longos nos animais PCPA (P<0,05), mas 

apresentaram a mesma variação dos controles frente à hipóxia (P>0,05). 

O V̇O2 reduziu em resposta à hipóxia em todos os tratamentos (P<0,05; 

Fig. 12), mas não diferiu entre os tratamentos (P>0,05). O equivalente 

ventilatório aumentou em hipóxia (P<0,05; Fig. 13) e não diferiu entre os 

tratamentos (P>0,05). A temperatura corporal foi reduzida pela hipóxia em todos 

os tratamentos (P<0,05; Fig. 14) e estes não diferiram entre si (P>0,05). 
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Figura 10 – Resposta ventilatória de pintos carijós ao 15° dia de vida, com e sem 
depleção de serotonina em hipóxia. VT: Volume corrente; FR: Frequência 

respiratória; V̇E: Ventilação. ╪IgG-SAP difere significativamente dos demais 
tratamentos; ¥anti-SERT-SAP difere significativamente dos demais tratamentos; 
#PBS difere significativamente dos demais tratamentos (P<0,05). 
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Figura 11 – Padrão respiratório de pintos carijós ao 15° dia de vida, com e sem 
depleção de serotonina em hipóxia. TI: Tempo de inspiração; TE: Tempo de 
expiração; TTOT: Tempo total. ¥anti-SERT-SAP difere significativamente dos 
demais tratamentos (P<0,05). 
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Figura 12 - Consumo de oxigênio (V̇O2) de pintos carijós ao 15° dia de vida, com 
e sem depleção de serotonina em hipóxia. #PBS difere significativamente dos 
demais tratamentos (P<0,05). 
 

 
Figura 13 – Equivalente ventilatório (V̇E/V̇O2) de pintos carijós ao 15° dia de vida, 
com e sem depleção de serotonina em hipóxia. 

 

 
Figura 14 - Temperatura corporal de pintos carijós ao 15° dia de vida, com e sem 
depleção de serotonina em hipóxia. 
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4. Discussão 

 

4.1. Dosagem de serotonina (5-HT) e do ácido 5-hidroxiindolacético (5-

HIAA): Efetividade da depleção de serotonina 

 

A p-clorofenilalanina afetou o conteúdo de serotonina de modo diferente 

nas regiões encefálicas analisadas, confirmando que a droga atravessa a 

barreira hematoencefálica das aves. A dispersão da droga, por outro lado, pode 

não ter sido uniforme entre os sítios analisados que apresentaram resultados 

distintos. 

O conteúdo de serotonina na linha média do bulbo e do mesencéfalo foi 

maior nos animais tratados pelo PCPA (P<0,05), contrapondo a literatura. O 

PCPA atingiu os neurônios serotoninérgicos contidos na linha média da 

superfície ventral do mesencéfalo ao bulbo, onde localiza-se a rafe (Kuenzel e 

Masson, 1988; Okado et al., 1992; Hay-Schmidt, 2000), núcleo composto por 

grande população de neurônios 5-HT (Yamada et al., 1984; Yamada e Sano, 

1985; Corcoran et al., 2009). Não houve diferença, entre os tratamentos, para 

quantidade de 5-HT na coluna respiratória da superfície ventro-lateral do bulbo 

(P>0,05). 

Buchanan et al. (1994) não obtiveram diferença no conteúdo de 5-HT no 

hyperstriatum ventrale de pintos que receberam uma injeção de 100 mg/kg de 

PCPA. O conteúdo de 5-HT nesses animais foi reduzido a partir de 200 mg/kg, 

mas com aumento de mortalidade (Buchanan et al., 1994). Do mesmo modo, 

ratos que receberam 300 mg/kg de PCPA, tiveram uma pronunciada redução no 

conteúdo de serotonina no encéfalo (Edén et al., 1979). Os resultados divergem 

também do encontrado por (Koe e Weissman, 1966) cuja administração oral de 

100mg/kg de PCPA reduziu o conteúdo de serotonina no encéfalo e sangue de 

ratos em 24h. A oposição com os estudos pode ser explicada por diferentes 

aspectos farmacológicos tais como a dose, via de administração e o número de 

aplicações. No nosso experimento, a 5-HT e 5-HIAA foram quantificados após 

quatro aplicações do PCPA, enquanto, nos estudos citados após uma única 

dose. Outros pontos consideráveis são o material coletado e o tempo após a 

injeção para dosagem de 5-HT, visto que nos estudos citados, foram utilizados 
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encéfalos inteiros homogeneizados ou região diferente, um ou três dias após o 

tratamento com o PCPA respectivamente. 

A variante da droga utilizada também pode ter apresentado efeito sobre a 

efetividade na inibição enzimática, visto que nos estudos comparativos foi 

utilizada a PCPA de fórmula linear ClC6H4CH2CH(NH2)CO2CH3HCl, com o HCl 

incluso, e dissolvida na salina. Enquanto, nesse estudo, foi utilizada a variante 

(ClC6H4CH2CH(NH2)CO2H) sem o HCl que foi adicionado a salina, de acordo 

com as indicações do fabricante, constituindo a solução veículo. 

O conteúdo de 5-HT foi reduzido no hipotálamo dos animais pelo PCPA 

em comparação ao veículo, assim como em cães que receberam alimentação 

com 100 mg/kg de p-clorofenilalanina por 10 dias (Koe e Weissman, 1966). 

Embora a quantidade de 5-HIAA dos animais que receberam PCPA, 

comparando com os animais salina, tenha sido reduzida apenas na coluna 

respiratória, a relação 5-HIAA:5-HT foi menor no bulbo e na CR. Indicando que 

houve redução na taxa de liberação e utilização da mesma nessas regiões que 

apresentam importantes sítios de quimiorrecepção e controle da respiração. 

Nos animais PCPA, diferentemente dos controles, a serotonina, produzida 

antes da administração da droga, pode ter ficado estocada nas vesículas devido 

a inibição da sua síntese. Não sendo utilizada nos diversos estímulos e ajustes 

fisiológicos durante as injeções e experimento onde foram expostos à 

hipercapnia e à hipóxia. Enquanto nos controles a serotonina pode ser recrutada 

após ativação dos neurônios. Neste contexto, por um mecanismo ainda 

desconhecido, o neurônio reconheceria a inibição da biossíntese de 5-HT e/ou a 

presença da proteína inativa decorrente da ligação da PCPA com a triptofano 

hidroxilase, possibilitando os processos de preservação da 5-HT.  

No que tange os estímulos gasosos, foi mantido o intervalo de uma hora 

entre a hipercapnia e a hipóxia podendo não ser tempo suficiente para 

reestabelecer os níveis basais da serotonina. Em complemento, a 5-HT, 

responsiva às exposições gasosas, pode ter sido metabolizada nos sítios de 

controle respiratório cujos neurônios serotoninérgicos se projetam. Em paralelo, 

mecanismos compensatórios neuromodulatórios podem ter sido acionados nos 

animais que tiveram a liberação de serotonina bloqueada (Hodges et al., 2008; 

Langer et al., 2017b; a). Outro meio de preservação da serotonina pode ter sido 

a suspensão da sua deleção nos ribossomos. 
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A metodologia de análise também justifica os resultados visto que as 

dosagens nesse estudo foram feitas em dois grupos com o intervalo de um ano 

e fatores como o tempo de estabilização do equipamento e eficiência da solução 

padrão para calibrar a curva podem inferir sobre os resultados. Além da 

subjetividade do técnico que realizou o procedimento. 

Havendo muitos fatores a serem considerados nesse tipo de análise, são 

necessário mais estudos para precisar a efetividade da PCPA sobre a depleção 

da serotonina do SNC de frangos com 15 dias de idade. 

 

4.2. Efeito da depleção de serotonina na massa corporal dos frangos  

 

Os pintos tratados com PCPA e solução veículo (Salina 0,9% e HCl 1N), 

foram mais leves que os animais tratados com salina, estando com massa média 

a baixo da catalogada para a linhagem (Morais et al., 2015). Este resultado, pode 

ser associado à acidez do veículo e PCPA nos quatros dias antecedentes ao 

experimento, compreendendo tempo insuficiente para recuperação dos animais 

às alterações fisiológicas provocadas pelos tratamentos. 

A redução na massa dos animais PCPA, no entanto, concorda com 

Kaplan et al. (2016) onde ratos “knockout” para o gene Tph2, que codifica a 

triptofano hidroxilase tipo 2, também apresentam peso corporal menor que os 

animais intactos. Do mesmo modo, os animais tratados pelo anti-SERT-SAP, no 

experimento anterior, apresentaram redução na massa corporal, evidenciando 

que a disfunção da serotonina pode atuar sobre a saciedade (Lam et al., 2010). 

A atuação da 5-HT no consumo é complexa e não está bem lucidada. 

Antagonicamente a nossa suposição, em aves, o sistema serotoninérgico 

demonstra está envolvido nos mecanismos de controle da grelina. De acordo 

com (Zendehdel et al., 2013) a grelina diminui a ingestão de ração e o pré-

tratamento com PCPA atenua este efeito no frangos. Por outro lado, no mesmo 

estudo, o agonista para o receptor 5-HT1A (8OH-DPAT) não intensificou a ação 

anoréxica da grelina (Zendehdel et al., 2013), parecendo ter ação oposta. Assim 

o papel da 5HT sob o consumo de alimento pode ser dependente do receptor 

ativado. 

Em pombos, o 8OH-DPAT induziu o consumo nos animais pré tratados 

ou não pelo antagonista heterossináptico MM77 (Dos Santos et al., 2015). Em 
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confirmação, estudos com mamíferos demonstram que o bloqueio específico dos 

receptores 5-HT1A e 5-HT6 reduz o consumo pelos animais (Moreau et al., 1992; 

Woolley et al., 2001; Heal et al., 2008). 

Foi demonstrado que os receptores 5-HT1A, em aves, estão 

concentrados nas áreas serotoninérgicas do tronco encefálico e ao longo do 

hipotálamo periventricular, núcleos pré-ópticos e órgãos circunventriculares (Dos 

Santos et al., 2015). Nestas regiões o conteúdo de serotonina e/ou sua taxa de 

utilização, foram afetados pelo uso do PCPA neste estudo. No entanto, são 

requeridos mais estudos para certificar a relação da depleção serotoninérgica 

com o consumo pelos animais. 

Outro fator que pode justificar a redução no consumo de ração seria a 

redução da motilidade e esvaziamento estomacal decorrente da depleção da 

serotonina contida nas células enterocromafinas (Rawdon e Andrew, 1999; 

Martin et al., 2017). 

 

4.3. Efeito da depleção de serotonina na ventilação, consumo de oxigênio e 

temperatura corporal 

 

4.3.1. Ar ambiente (normóxia e normocapnia) 

 

Os parâmetros ventilatórios e metabólico dos pintos carijós mensurados 

em ar ambiente antes da hipercapnia e da hipóxia não diferiram entre si para 

todos os tratamentos (P>0,05). A semelhança nos resultados indica que os 

animais estavam aclimatados à câmara pletismográfica e às condições 

experimentais. Também evidenciam que, os mesmos, estavam recuperados da 

exposição gasosa antecedente ao iniciar o protocolo seguinte. 

Os parâmetros ventilatórios médios em ar ambiente foram influenciados 

pelos tratamentos. Nos pintos PCPA, a FR foi menor devido o tempo de 

inspiração, expiração e, consequente, tempo total que foram maiores nestes 

animais. Ratos adultos que receberam injeção de PCPA (300 mg/kg) também 

apresentaram menor FR que os controle, mas esta resposta parece estar 

associada ao aumento no volume corrente que culminou maior ventilação 

nesses animais (Annerbrink et al., 2003). Em oposição aos nossos resultados, 
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ovelhas em repouso apresentaram aumento na FR e no V̇E após tratamento com 

PCPA (Mitchell et al., 1983). 

As diferenças entre os estudos podem decorrer de alterações no conteúdo 

de monoaminas, que podem ter reduzido. Pois Edén et al. (1979) demonstraram 

que, após três injeções de 300 mg/kg de PCPA em ratos, a quantidade de 

dopamina e noradrenalina encefálica diminuiu. De acordo com Patrone et al. 

(2018), a dopamina apresenta papel inibitório no controle respiratório, visto que 

ratos (P7-8), cujos neurônios dopaminérgicos foram reduzidos, apresentaram 

maior ventilação. 

Em aves, por sua vez, Buchanan et al. (1994), ao injetarem 100 mg/kg de 

PCPA em pintos não obtiveram alteração no conteúdo de dopamina. Sendo este 

resultado uma inferência de que nos animais deste estudo, que receberam a 

mesma dose, a dopamina pode não ter sido alterada pelo PCPA. Essa 

abordagem representa uma justificativa para a diferente resposta ventilatória 

entre as aves e os mamíferos relatados. Mas só poderia ser confirmada se este 

estudo tivesse realizado dosagem de dopamina e seu metabólito para 

mensuração da sua taxa de utilização com possível efeito sobre o controle 

respiratório.  

Por outro lado, ratos knockout para o gene Tph2, cujo conteúdo de 

dopamina e noradrenalina não foi alterado, também apresentaram menor 

frequência respiratória que os animais intactos, concordando com nossos 

resultados (Kaplan et al., 2016). De acordo com esse experimento de 

metodologia mais fidedigna, o padrão ventilatório, no entanto, é dependente da 

idade do animal e, nos ratos knockout, o volume corrente aumenta com a 

maturidade, mas não supera os animais intactos (Kaplan et al., 2016). 

Estes resultados indicam que a serotonina pode atuar no controle da 

respiração eupneica de frangos, apresentando papel excitatório, assim como em 

mamíferos. 

Em ratos, pode-se citar dois principais mecanimos pelos quais a 

serotonina atua na rede respiratória. Por projeção direta dos neurônios 5-HT da 

rafe aos núcleos respiratórios da ponte e do bulbo (Connelly et al., 1989; Gang 

et al., 1991) e aos motoneurônios do nervo frênico e hipoglosso (Hosogai et al., 

1998; Richerson, 2004; Ptak et al., 2009). Indiretamente, via NTS que recebe 

aferência serotoninérgicas da rafe bulbar, subdividida em RMg, RPa e Rob, dos 
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gânglios nodosos e petrosos e da área postrema (Thor e Helke, 1987; Schaffar 

et al., 1988; Thor et al., 1988). 

No NTS foram encontrados receptores serotoninérgicos envolvidos na 

regulação cardiorrespiratória (Ostrowski et al., 2014; Donnelly et al., 2016; Matott 

e Kline, 2016) cuja ativação, com exceção dos receptores 5-HT3, modifica a 

excitabilidade de seus neurônios-alvo através de segundos mensageiros 

dependentes de proteína G. Esta via altera as propriedades dos canais iônicos 

para alterar a excitabilidade da membrana, em alguns casos sem efeitos diretos 

sobre o potencial de membrana, variando com os receptores que estão sendo 

ativados (Hodges e Richerson, 2010). Assim o NTS é uma área de integração 

viscerossomática inervada por fibras serotoninérgicas centrais e periféricas 

(Sevoz-Couche e Brouillard, 2017). 

Além dessas duas vias, muitos neurônios 5-HT da rafe também recebem 

conexões excitatórias recíprocas da rede respiratória, com aumento da taxa de 

disparo durante a fase inspiratória do ciclo respiratório (Ptak et al., 2009). 

O maior V̇O2 nos animais salina pode ser atribuído a maior ventilação 

apresentada por esses animais, visto que este parâmetro não diferiu entre o 

PCPA e o veículo. O equivalente ventilatório em ar ambiente, por sua vez, não 

diferiu entre os tratamentos devido a equivalente razão obtida entre os valores 

de V̇E e V̇O2, visto que, nos animais PBS ambas variáveis aumentaram. 

 

4.3.2. Hipercapnia 

 

Assim como demonstrado em outros estudos, à hipercapnia induziu 

aumento na ventilação das aves (Mortola, 2010; Espinha et al., 2014), sendo 

maior nos animais PCPA em comparação aos animais salina apenas, visto que 

não houve diferença com o controle veículo. 

A diferença entre o V̇E no PCPA e salina pode ser atribuída ao aumento 

na frequência respiratória (FR) dos animais tratados pela droga, produto do 

menor TI, TE e TTOT. O V̇E e a FR de ratos cuja 5-HT foi depletada pelo PCPA, 

após à hipercapnia, também foram maiores que os dos animais salina 

(Annerbrink et al., 2003), concordando com nossos resultados.  
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Por outro lado, a ventilação e o padrão respiratório dos animais PCPA e 

veículo não diferiram, indicando que a acidez das soluções injetadas pode ter 

influenciado a resposta ventilatória à hipercapnia. Este resultado evidencia que 

a metodologia adotada para administração da PCPA nos pintos não foi suficiente 

para assegurarmos o papel da serotonina na resposta à hipercapnia. 

Por outra abordagem metodológica, o V̇E de ratos “knockout” Tph2 não 

diferiu dos animais intactos após à hipercapnia (Kaplan et al., 2016), indicando 

que a serotonina apresenta um papel complexo e ainda indefinido que precisa 

ser mais estudando. 

As distintas respostas entre estudos que utilizam o PCPA podem ser 

associadas à intensidade de depleção da serotonina e as vias ativadas e/ou 

inibidas em resposta ao estímulo. Estudos ilustram que o PCPA pode atuar 

central e perifericamente (Bisgard et al., 1979; E. B. Olson et al., 1979; Corcoran 

et al., 2009), mas não foram encontrados estudos relatando o padrão de difusão 

da droga, nem se esta possui predileção ao tipo de triptofano hidroxilase (1 ou 

2) o que indicaria o local de atuação mais efetivo. A deleção da 5-HT por 

manipulação genética, por sua vez, aumenta a confiabilidade que as respostas 

obtidas derivam de uma depleção central ou periférica, nos ratos “knockout” 

Tph2, que não produzem triptofano hidroxilase tipo 2, não há biossíntese de 

serotonina no SNC (Kaplan et al., 2016).  

Diante da redução e esgotamento do conteúdo de serotonina nos sítios 

de quimiorrecepção central, sistemas compensatórios podem ser ativados 

(Hodges et al., 2008; Langer et al., 2017b; a), dificultando uma análise precisa 

das respostas. 

 O consumo de oxigênio não foi alterado pela hipercapnia em nenhum 

tratamento. Este resultado corrobora com os encontrados por Espinha et al. 

(2014) e por Mortola (2010) para pintos expostos à hipercapnia. Os animais de 

todos os tratamentos hiperventilaram em resposta à hipercapnia e não diferiam 

entre si. Embora a ventilação no PCPA tenha sido maior que na salina, este 

resultado não foi determinante para o V̇E/V̇O2 devido à grande variabilidade no 

V̇O2. Este resultado também é coeso às respostas fisiológicas equivalentes no 

PCPA e veículo. 
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A temperatura corporal diminuiu em resposta à hipercapnia 

semelhantemente entre os tratamentos, verificando que a depleção no conteúdo 

de serotonina do hipotálamo não inferiu sobre a termorregulação. Sendo este 

resultado confirmado pela semelhante taxa de utilização da serotonina (5-

HIAA:5-HT) nesta região. Este resultado discorda do obtido no experimento 

anterior, onde a deleção dos neurônios 5-HT intensificou a perda de temperatura 

corporal após hipercapnia, indicando que o conteúdo de serotonina na via de 

resposta ao estímulo gasoso não foi depletado pelo PCPA. 

 

4.3.3. Hipóxia 

 

Os animais em todos os tratamentos aumentaram a ventilação em 

resposta à hipóxia concordando com estudo realizado com pintos (Mortola, 

2010). Demonstrando que os animais puderam responder à hipóxia 

independentemente do tratamento. 

O volume corrente, após o estímulo gasoso, foi maior no PCPA em 

relação a salina, mas não diferiram quanto o padrão respiratório. Animais PCPA 

e veículo apresentaram variáveis ventilatórias equivalentes. Os resultados 

sugerem que, embora a acidez da droga infira no VT, a serotonina não 

apresentou efeito sobre a resposta ventilatória à hipóxia. Suportando essa 

avaliação, ratos “knockout” para Tph2, isentos de 5-HT e 5-HIAA no 

prosencéfalo, hipotálamo, ponte, bulbo e medula espinhal, apresentaram, em 

valores absolutos, maior VT e menor FR que os animais intactos, mas, 

relacionando ao basal, os grupos não diferiram (Kaplan et al., 2016). Em 

concordância, (Da Silva et al., 2013) concluíram que os neurônios 

serotoninérgicos da rafe obcurus não participam da resposta ventilatória de ratos 

à baixa PO2. A semelhança entre aves e mamíferos na resposta ventilatória à 

hipóxia pode processar-se de equivalente padrão central ativado em hipóxia 

identificado em embriões dessas classes (Landry et al., 2016). 

O V̇O2 reduziu em resposta à hipóxia em todos os tratamentos com a 

mesma intensidade. A serotonina, por tanto, não influi sobre o consumo de 

oxigênio em hipóxia. Os animais hiperventilaram em hipóxia, mas não diferiram 

entre os tratamentos, visto que a ventilação e o consumo de oxigênio foram 

equivalentes entre os mesmos. A queda no consumo de oxigênio em hipóxia 
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representa um mecanismo fundamental para sobrevivência do animal em baixa 

disponibilidade de O2. 

A TC foi reduzida em hipóxia independentemente dos tratamentos. Foi um 

mecanismo controlado independe da depleção da 5-HT no hipotálamo. A 

anapirexia tem a finalidade de induzir uma redução na taxa metabólica do animal, 

sendo por tanto uma importante estratégia para sobrevivência em condições 

com baixa PO2 (Mortola e Maskrey, 2011). Em resposta à hipóxia, por tanto, o 

padrão ventilatório de frangos é alterado para garantir o V̇O2 adequado às baixas 

PO2, mediante redução da TC. 

 

5. Conclusões 

 

Conclui-se que a serotonina apresenta um papel tônico excitatório no 

controle da frequência respiratória de frangos. Não sendo possível precisar a sua 

participação na resposta ventilatória à hipercapnia. A serotonina não participa da 

resposta ventilatória à hipóxia. 
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CAPÍTULO 4 – Considerações finais 

 

A serotonina é uma monoamina neurotransmissora sintetizada nos 

neurônios serotoninérgicos do SNC e nas células enterocromafinas do trato 

gastrointestinal das aves a partir do triptofano, o terceiro aminoácido essencial 

na dieta de frangos. Sua biossíntese ocorre mediante duas reações, sendo uma 

hidroxilação e uma descarboxilação. Inicialmente, o triptofano recebe uma 

hidroxila por intermédio da enzima triptofano hidroxilase formando o 5-

hidroxitriptofano, finalmente, este produto intermediário é convertido em 

serotonina por intermédio da aminoácido aromático descarboxilase.  

Em aves, a serotonina está associada à regulação do consumo de 

alimento, da temperatura corporal e da agressividade em resposta aos estímulos 

estressores. Entretanto, não há estudos relatando sua função no controle do 

sistema respiratório desses animais, sendo a via que assegura o suprimento de 

oxigênio demandado à produção de ATP e a eliminação do CO2 oriundo dos 

processos fisiológicos. O sistema respiratório também responde às alterações 

na PaO2 e PaCO2 mantendo a homeostase. Em mamíferos, os neurônios 

serotoninérgicos da rafe são os principais ativadores dos sítios centrais que 

ajustam a ventilação. Este é o primeiro trabalho realizado com o propósito de 

explicar o papel da serotonina no controle respiratório de aves. 

A partir dos registros histológicos e imunoistoquímicos pode-se observar 

a topografia na rafe bem como a distribuição e concentração dos neurônios 

serotoninérgicos no rombencéfalo de frangos de 15 dias de idade, representando 

uma base literária para estudos que almejem identificar e verificar a ação dos 

neurônios contidos na rafe independentemente do seu papel fisiológico, com 

injeção central ventricular ou no próprio núcleo. Além de ser um comparativo aos 

que estudam os neurônios serotoninérgicos da rafe. 

De acordo com os resultados obtidos nos dois experimentos que 

propuseram reduzir o conteúdo de serotonina no espaço sináptico, a serotonina 

apresenta papel excitatório da frequência respiratória tônica de frangos, mas não 

participam da resposta ventilatória à hipóxia. Por outro lado, as distintas 

abordagens metodológicas apresentaram resultados divergentes e 

inconclusivos para as respostas fisiológicas mensuradas em hipercapnia. 
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A função excitatória da serotonina na frequência respiratória de frangos 

em condições atmosféricas foi observada nos dois experimentos, mas 

intensificada com o uso do PCPA que pode ter depletado a 5-HT contida no 

corpo carotídeo, atenuando a participação periférica no controle da respiração. 

Os diferentes resultados para a ventilação hipercapnica na lesão central 

dos neurônios serotoninérgicos e na inibição da biossíntese de serotonina 

podem ser atribuídas ao mecanismo de ação das drogas, desencadeando 

respostas fisiológicas particulares, bem como a metodologia adotada. Sendo 

necessário estudos complementares. 

Para estudos com a imunotoxina anti-SERT-SAP, sugere-se avaliação de 

diferentes doses, traçando-se uma regressão para determinar a dose que 

provoca a lesão suficiente para expressar a atenuação no equivalente 

ventilatório à hipercapnia. Além de diferentes doses, a imunotoxina poderia ser 

injetada diretamente na rafe, evitando a lesão de neurônios, fora desse sítio, 

excitáveis ao CO2/pH que exacerbasse alterações fisiológicas. Concomitante 

aos estudos de padronização da dose e via de administração da droga, seriam 

feitas análises de imunoistoquímica para os neurônios 5-HT e astrócitos da 

neuroglia, incluindo o grupo controle PBS, o que certificaria se a toxina saporina 

apresenta toxicidade seletiva a neuroglia dos frangos. 

Para eliminação da quimiorrecepção periférica, a desnervação vagal 

também poderia ser realizada nos animais lesados ou não, possibilitando 

comparar com os resultados ventilatórios obtidos em diferentes níveis de 

hiperóxia. Também sugere-se testes de agonistas para potencializar a ação da 

serotonina no controle respiratório aos estímulos gasosos, eliminando os 

mecanimos compensatórios advindos da deleção dos neurônios. 

Estudos do sistema serotoninérgico por meio da PCPA apresentam 

resultados controversos e podem ser associados ao seu efeito sistêmico no 

animal, desencadeando alterações fisiológicas diversas. 

O uso da p-clorofenilalanina implica, primeiramente, análise da efetividade 

da droga na depleção de 5-HT e nas respostas fisiológicas, atentando ao 

composto ativo da mesma e o sítio alvo. Em frangos, foram realizados poucos 

trabalhos com a PCPA e sua utilização requer padronização da dose e via de 

administração. Os danos decorrentes da acidez da droga poderiam ser 

minimizados por administração oral da PCPA protegida por cápsulas.  A partir 
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dessa via de administração, poderiam ser testadas diferentes concentrações da 

droga, tempo para ação nas vias periférica e central e necessidade de reforços 

com respectivos intervalos, além do tempo requerido para que o conteúdo 

serotoninérgico retorne aos níveis basais. Para padronização da dose de PCPA, 

seria necessário avaliar a depleção do conteúdo de monoaminas contidas no 

SNC e na periferia e seu efeito nas respostas fisiológicas. 

Em estudos da ação serotoninérgica no sistema respiratório com 

utilização da PCPA, sugere-se exposição à hipercapnia e à hipercapnia 

associada à hiperóxia. Assim seria possível verificar a participação da 

serotonina, central e periférica, na regulação ventilatória de frangos à 

hipercapnia. Diferentes concentrações de CO2 poderiam ser avaliadas em 

continuidade aos dois experimentos apresentados, sendo realizada 

imunoistoquimica para c-fos, identificando os núcleos de controle respiratório 

contidos na ponte e bulbo de frangos ativados em hipercapnia e a intensidade 

adequada para exposição aguda. A hipercapnia crônica em frangos poderia 

asseverar se aves apresentam habilidades adaptativas à elevada PCO2, bem 

como a plasticidade respiratória. 

O efeito de fatores biológicos como espécie, raça, idade e sexo poderiam 

ser avaliados posteriormente complementando o estudo do papel da serotonina 

no controle respiratório de aves. 

A partir das abordagens metodológicas apresentadas nesse estudo, a 

literatura do sistema serotoninérgico em aves pode ser enriquecida, podendo ser 

identificada sua ação no estresse, na termorregulação e no consumo de ração e 

água, bem como na massa corporal dos frangos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



117 
 

 

APÊNDICE 

 

1A – Histologia do tronco encefálico de pintos Carijós ao 16º dia de idade. 

 

As imagens foram capturadas com o aumento de 1,25x e a barra de calibração 

correspondendo a 500 µm. As sessões foram adquiridas em criostato, possuem 

50 µm de espessura e foram marcados com vermelho neutro. A distância entre 

o primeiro e último corte foi de 4550 μm e o intervalo entre secções entre 100 a 

800 μm. 
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