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SEROTONINA E CONTROLE RESPIRATORIO DE FRANGOS (Gallus gallus
domesticus)

RESUMO - Variagbes na PCO2/pH sanguineo em vertebrados séo
detectadas, principalmente, pelos quimiorreceptores centrais. Em aves, 0s tipos
de neurbnios quimiossensiveis intermediadores da resposta ventilatoria ndo sao
conhecidos, assim como sua localizacdo. Por outro lado, em mamiferos, sabe-
se gue estes quimiorreceptores compreendem uma grande populacao neuronal
e estdo distribuidos no sistema nervoso central. Dentre os tipos de
quimiorreceptores centrais, em mamiferos, destacam-se 0s neurdnios
serotoninérgicos (5-HT) contidos em elevada concentracdo na rafe e que
possuem projecdes as principais regides envolvidas na regulacdo da respiracéo.
A partir do exposto, objetivou-se verificar a participacéo da serotonina no controle
respiratorio de frangos. Foram utilizados pintos carijos machos e fémeas, em
dois conjuntos experimentos com abordagem distintas que propuseram reduzir
o conteudo de serotonina liberado no espaco sinaptico em resposta a
hipercapnia e a hipdéxia. O primeiro com delecdo quimica dos neurdnios 5-HT,
mediante a injecdo de 1pL de anti-SERT-SAP (0,1uM) no quarto ventriculo (4V),
0S grupos controle receberam injecdes de PBS e IgG-SAP. O segundo
experimento por inibicdo da biossintese de serotonina pela p-clorofenilalanina
(PCPA) em 100mg/Kkg i.p. (animais controles receberam salina 0,9% ou solucéo
veiculo). O anti-SERT-SAP reduziu o numero de neurdnios 5-HT no
rombencéfalo dos pintos (P<0,05). Os animais anti-SERT-SAP apresentaram
menor frequéncia respiratoria (FrR) que os controles em ar ambiente (P<0,05).
Quando foram expostos a hipercapnia de 7%, a ventilacao (Ve) desses animais
foi atenuada, sendo associada a menor Fr apresentada pelos mesmos (P<0,05).
O volume corrente (VT) ndo diferiu entre os tratamentos em hipercapnia (P>0,05).
Quando os animais foram expostos a hipercapnia associada a hiperéxia, onde a
quimiorrecepcao periférica foi silenciada, a resposta a hipercapnia néo foi
identificada, demonstrando que a acdo dos neurdnios serotoninérgicos em
frangos pode ser dependente da quimiorrecepcao periférica. A delecao dos
neurdnios 5-HT néo influenciou a resposta ventilatoria a hipoxia (P>0,05). A
PCPA reduziu a utilizacdo da 5-HT na rafe e coluna respiratoria 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 nao foi suficiente para mostrar
seu papel na resposta ventilatéria de frangos a hipercapnia visto que estes
animais nédo diferiram dos animais que receberam solucao veiculo (P>0,05). Nao
houve diferenca significativa entre os tratamentos para 0s parametros
mensurados em hipoéxia (P>0,05). De acordo com os resultados conclui-se que
a serotonina apresenta um papel tbnico excitatério no controle da frequéncia
respiratoria de frangos. E os neurdnios serotoninérgicos participam da resposta
ventilatoria a hipercapnia, com dependéncia das aferéncias dos
qguimiorreceptores periféricos. Estes neurbnios ndo participam da resposta
ventilatoria a hipoxia em frangos.

Palavras-chave: anti-SERT-SAP, aves, neurbnios serotoninergicos, p-
clorofenilalanina, ventilagao 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 1uL of anti-SERT-SAP (0.1uM) into the fourth ventricle (4V),
the control groups received injections of PBS and 1gG-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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CAPITULO 1 - Consideragdes gerais

1. Introducéo

A carne de frango € a mais produzida no mundo, atingindo
aproximadamente 89 milhdes de toneladas em 2016 (Abpa, 2017). Os Estados
Unidos detém a lideranca dessa produgédo com 20,5%, sendo seguido pelo Brasil
gue é responsavel por, aproximadamente, 14,5% (Abpa, 2017). Trata-se de um
sistema de producdo intensificado que ocorre sob diversas condi¢cdes
edafoclimaticas (Belusso e Hespanhol, 2010). No que concerne
a producdo em larga escala, para que esta seja maximizada, a tempo e custo
minimos, sao adotadas criagdes em altas taxas de lotacdo por metro quadrado
(Figueiredo, 2002). A maior densidade de criacdo, por sua vez, promove 0
aumento de excretas no galpdo que, em condi¢cbes de mé ventilacdo, aumenta
a concentracao de gases toxicos oriundos da sua fermentacao tais como amoénia
(NHs) e dioxido de carbono (Gates et al., 2005). O aumento no nivel de CO:2
também provém dos processos metabodlicos dos frangos, sendo eliminados
pelas vias aéreas (Powell, 2015).

A qualidade do ar nos galpdes aviarios também pode ser comprometida
pela menor pressédo parcial de Oz como ocorre em elevadas altitudes. A
saturacéo relativa de Oz 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
saturacao gasosa, por sua vez, limita a disponibilidade de O2 para atender a alta
demanda metabdlica 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 nivel do mar (Abati e
Mcgrath, 1973).

Em agravamento, os frangos de corte, dentre as aves, sao susceptiveis a
outros problemas metabdlicos decorrente do restrito desenvolvimento de 6rgaos
criticos como coracdo e pulméo, inferindo no funcionamento do sistema
cardiorrespiratério (Wideman et al., 2010; Tickle et al., 2014). Podem, inclusive,
desenvolver desordens metabdlicas tais como a sindrome da hipertenséo

pulmonar ou ascite e morte subita (Wideman et al., 2010).



A medida que a demanda de oxigénio aumenta, uma variedade de
respostas asseguram seu suprimento, estas envolvem os pulmdes, a mecénica
respiratoria, a circulagéo pulmonar, transporte de oxigénio e dioxido de carbono
no sangue, trocas gasosas pulmonares e teciduais e coordenacdo de todos
esses mecanismos pelo sistema de controle respiratério (Powell, 2015). A
qualidade do ar também pode influenciar a eficiéncia desse sistema, pois,
elevada concentracédo de CO2 reduz a tonicidade da musculatura lisa contida na
parede dos brébnquios aumentando a resisténcia ao fluxo de ar nos brénquios
primérios e secundarios caudais de patos (Molony et al., 1976). A redu¢cdo no
fluxo do gas nesses dutos pode inferir na sua difusédo pelos parabrénquios,
comprometendo as trocas gasosas (Molony et al., 1976).

Em resposta a crescentes niveis de CO2, aves aumentam o volume
corrente e, consequentemente a ventilacdo (Powell et al., 1978). O padréo de
resposta pode ser influenciado por fatores biol6gicos 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 raga doméstica
Hissex Brown e seu progenitor Red Jungle, em diferentes idades, concluiu que
a capacidade anatdmica de difusdo do oxigénio por unidade de peso corporal &
menor nas aves domésticas ao 7° e 30° dia de vida, bem como no adulto
(Vidyadaran et al., 1987). Logo, as trocas gasosas nas aves domeésticas
aparentam ser inferiores, podendo influenciar a resposta a estimulos quimicos
como hipercapnia e hipdxia.

Espinha et al. (2014), ao avaliarem as respostas ventilatérias, a 7% de
CO:2 de pintos (Gallus gallus), machos e fémeas, com 10 e 21 dias de idade,
observaram aumento na ventilacdo em todos 0s grupos. A partir desses
resultados, conclui-se que pintos, com 10 dias de idade, j& respondem
efetivamente a estimulos hipercapnicos, de modo equivalente entre 0s sexos
(Espinha et al., 2014). Com a maturagéo sexual, galos apresentam maior volume
corrente e menor frequéncia respiratéria que as fémeas em repouso (King e
Payne, 1964). Em hipercapnia, do mesmo modo, patos adultos ndo castrados
apresentam maior volume corrente que patas, decaindo a frequéncia respiratoria
nos mesmos (Dodd et al., 2007).

Ja em hipoxia, pintinhos de um dia aumentam a ventilagdo, por acréscimo

na frequéncia respiratdria, e reduzem o consumo de VO,, dependentemente do



peso (Mortola, 2010). Segundo Mortola (2010), pintinhos que nascem com maior
peso apresentam maior resposta ventilatéria e taxa metabdlica a 10% de Oq,
embora o equivalente ventilatério (Vg/VO,) e a quimiossensibilidade n&o altere
com o peso corporal (Mortola, 2010).

O padréo de resposta ventilatéria ao estimulo gasoso, por sua vez, €
estabelecido por controladores centrais, ativados por quimiorreceptores centrais
e periféricos (Powell, 2015).

Os quimiorreceptores centrais sdo responsaveis pela maior parte da
resposta ventilatoria de aves a elevada PCO:2 (Milsom et al., 1981), no entanto,
ndo se sabe onde estdo localizados nem quais sdo 0s neurdnios
quimiossensiveis. Em mamiferos, sabe-se que estes quimiorreceptores estdo
amplamente distribuidos no sistema nervoso central (SNC) em diferentes sitios
(O'regan e Majcherczyk, 1982; Milsom, 2002) como o nucleo do trato solitario
(NTS), locus coeruleus (LC), nucleo retrotrapezoéide (RTN), regibes especificas
do hipotalamo 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 superficie ventral do
tronco encefédlico de ratos e € composta por varios tipos de neurbnios
guimiossensiveis tais como o0s serotoninérgicos (Corcoran et al., 2009). Os
neurdnios 5-HT sao o principal tipo celular envolvidos na quimiorrecepcéo central
de mamiferos (Mason, 1997; Gao e Mason, 2001; Corcoran et al., 2009),
possuindo projecdes a ndcleos respiratérios da ponte e do bulbo (Connelly et al.,
1989; Gang et al., 1991). Além de enviar projecdes aos motoneurdnios do nervo
frénico e hipoglosso (Hosogai et al., 1998; Richerson, 2004; Ptak et al., 2009).

Frangos também possuem rafe ao longo do tronco encefalico, sendo esta
constituida por diversas somatas de neurbnios serotoninérgicos (Yamada et al.,
1984), porém nao ha estudos avaliando sua participacdo na quimiorrecepgao
central. Sendo este o primeiro trabalho a avaliar a participa¢cdo nos neurénios 5-
HT da rafe na quimiorrecepg¢éo central de frangos.

Diante do amplo padrdo de resposta ventilatoria de frangos frente as
concentracbes gasosas, conhecer seu sistema respiratorio fisiologicamente,
bem como os mecanismos de regulacdo torna-se o recurso primordial para
desenvolver alternativas ao bem estar dos animais nas diversas condi¢fes de

criacao.



2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Verificar a participa¢@o da serotonina no controle respiratério de frangos

(Gallus gallus domesticus).
2.2. Objetivos especificos

Avaliar a participacdo dos neurdnios serotoninérgicos, por meio de lesédo
quimica, na resposta ventilatoria de frangos a hipercapnia, hipercapnia
associada a hiperéxia e a hipoxia;

Avaliar o papel da deplecdo de serotonina na resposta ventilatoria de
frangos a hipercapnia e hipdxia.

3. Revisao de literatura

3.1. Sistema respiratorio de frangos (Gallus gallus domesticus)

O sistema respiratorio de frangos tem como funcao primordial promover
trocas gasosas. A partir destas, suprir a demanda de oxigénio (Oz) para o0s
processos fisiolégicos como o crescimento muscular, bem como, eliminar o
dioxido de carbono (CO2) oriundo das reagBes metabdlicos. A estrutura do
sistema respiratério aviario € muito diferente de mamiferos e algumas dessas
diferencas possibilitam trocas gasosas mais eficientes, sendo solugdes
evolutivas as limitagcbes e restricbes impostas por fatores como filogenia,
comportamento e ambiente em que vivem (Maina, 2002; Duncker, 2004; Powell,
2015).

3.1.1. Estrutura e mecanica respiratéria de frangos

O sistema respiratério de frangos €, fundamentalmente, composto por

pulmbes rigidos cujo ducto aéreo se ramifica em brdénquio primario



intrapulmonar, brénquios secundarios, médio-dorsal, médio-ventral, latero-
dorsal e latero-ventral, e parabronquios, paleomulmonar e neopulmonar
(Duncker, 1974). Além de nove sacos aéreos, sendo um saco aéreo
interclavicular, um par de sacos aéreos cervicais, um par toracico cranial, um par
toracico caudal e um par abdominal (Maina et al., 1989; O'connor e Claessens,
2005).

Os sacos aéreos estdo conectados aos bronquios primérios ou
secundarios através dos 0stios e promovem ventilagdo superficial e rapida aos
pulmdes e aos capilares aéreos (Duncker, 1974). Ndo promovem troca gasosa
visto que s&o pouco vascularizados pela circulagdo sistémica. Por meio dos
mesmos, os frangos podem capturar um volume de ar corrente relativo maior
gue mamiferos de mesmo peso, potencializando a capacidade de oxigenacao
do sangue (Bouverot, 1978; Duncker, 1978; Farmer, 2006; Powell, 2015; Harvey
e Ben-Tal, 2016).

Além destas caracteristicas, diferentemente dos mamiferos, os frangos
nao possuem diafragma muscular separando o corpo em cavidades toracica e
abdominal. Em substituicdo, possuem trés septos circundantes (Duncker, 1974).
Um septo que cobre a superficie ventral dos pulmdes ligado as fibras do musculo
costo-pulmonar, localizado ente a 32 e 72 costela, que tem atividade durante a
expiracao, um septo obliquo separando os sacos aéreos das visceras e um septo
pés-hepatico (Gargaglioni et al., 2017). Apresentam, portanto, uma cavidade
toracoabdominal denominada celoma, um compartimento mecanico cujas
pressdes sao relativamente uniformes. As alteracdes de pressao na cavidade
celomatica decorrente da contracdo ativa e recuo elastico dos musculos das
costelas e esterno geram os movimentos respiratérios (Fedde, 1998). Quando a
musculatura relaxa, a cavidade celomatica expande, reduzindo sua pressao
interna a niveis mais baixos que a atmosférica, e o ar entra.

A massa de ar leva cerca de dois ciclos respiratérios para percorrer todo
0 circuito respiratério aviario (Cohn e Shannon, 1968). Na primeira inspiracédo, o
ar adentra por duas vias, pelas narinas ou pelo bico, por intermédio da céana,
atingindo a cavidade nasal. Em seguida, passa pelas conchas nasais onde &
filtrado, aquecido e umidificado. O ar inspirado segue a laringe onde sera filtrado,
impedindo a entrada de corpos estranhos na traqueia via epiglote. No final da

traqueia, o ar passa pela siringe, uma bifurcacdo aos brénquios priméarios que



penetram nos pulmdes, esquerdo e direito, sendo chamado de brdénquios
primarios intrapulmonares. Os brénquios primarios intrapulmonares conduzem o
ar aos sacos aéreos caudais, ou seja, aos sacos aéreos abdominais e sacos
aéreos torécico caudal (Powell et al.,, 1981). O ar chega aos sacos aéreos
abdominais por conexdao direta com o0s bronquios primarios mediante
afunilamento na porgéo caudal do mesmo, e pelos brénquios secundérios latero-
dorsal e médiodorsais, passando pelos parabronquios neopulmonares. Para 0s
sacos aéreos toracicos caudais, o ar é conduzido pelos brénquios secundarios
latero-ventrais (Cohn e Shannon, 1968). Parte do ar contido nos bronquios
secundéarios médio-dorsal € conduzido aos parabrénquios paleopulmonares,
principal sitio de troca gasosa. Na primeira expiragcdo, o ar sai dos sacos aéreos
caudais pelas mesmas vias e sdo conduzidos ao parabrénquio paleomulmonar.
Na segunda inspiracdo, a massa de ar resultante sai dos parabrénquios
paleopulmonares, passa pelos bronquios secundérios medioventrais e atinge os
sacos aéreos craniais; sacos aéreos toracicos craniais, cervicais e clavicular
(Bech e Johansen, 1980). Finalmente, na segunda expiracéo, o ar € expelido dos
sacos aéreos craniais pelos bronquios secundarios medioventrais para 0s
brénquios primarios intrapulmonar e tragueia (Cohn e Shannon, 1968; Powell et
al., 1981).

Assim a massa de ar no sistema respiratério aviario segue um fluxo
unidirecional em quase todo trato, visto que nos parabrénquios neopulmonares
o fluxo é bidirecional (Duncker, 1974; Harvey e Ben-Tal, 2016). O fluxo
unidirecional do ar € comumente associado a valvulas aerodindmicas e arranjos
anatbmicos das vias aéreas (Butler et al., 1988). Aves possuem um
estreitamento nos brénquios primarios, denominado segmentum accelerans, que
aumenta a velocidade do ar no interior deste brénquio em sentido caudal, o que
impede a conducdo do ar aos brénquios secundarios medioventrais (Powell et
al., 1981; Brown et al.,, 1995). A eficiéncia da valvula aerodinamica esta
associada a velocidade e densidade do gas (Banzett et al., 1978; Fedde, 1998).
Esta topografia, no entanto, ndo € o Unico fator responsavel pelo fluxo
unidirecional visto que crocodilianos com semelhante ancestralidade
apresentam a mesma dinamica de fluxo, mas ndo possuem esta constricao
(Sanders e Farmer, 2012; Farmer, 2015). A dinamica do ar no trato respiratorio

aviario garante que quase todo o ar inspirado passe pelos parabrdonquios,



possibilitando que as trocas gasosas sejam realizadas tanto na inspiracao
guanto na expiracdo o0 que as torna mais eficientes na captura de oxigénio e
eliminagcdo de CO2 em comparacéao aos mamiferos (Powell et al., 1981; Orosz e
Lichtenberger, 2011).

3.1.2. Trocas gasosas

As trocas gasosas ocorrem em corrente cruzada, na parede dos
parabronquios (Maina et al., 1989). A parede dos parabréonquios é formada por
anéis de tecido muscular liso que possuem abertura (atrios) que se afunilam do
limen parabronquial a periferia, gerando infundibulos que se ramificam dando
origem aos capilares aéreos (Abdalla e King, 1975; West, 2009).

Os capilares aéreos sao entrelacados, perpendicularmente, por capilares
sanguineos onde formam o tecido de trocas gasosas ou barreira ar-sangue
(Abdalla et al.,, 1982). Com esse arranjo estrutural, a corrente cruzada €
estabelecida pelo movimento convectivo do gas do lumen parabrbénquico,
difusédo do O2 deste fluxo de gas pela barreira ar-sangue a vénulas que estédo
localizadas imediatamente abaixo do epitélio da Iimen do parabrénquio e
difusdo do CO:2 contido no sangue venoso pelos capilares aéreos a convectiva
fluxo de gas (Abdalla e King, 1975; 1976). O sangue venoso, com baixa POz e
alta PCOg2, é transportado aos parabronquios pela artéria pulmonar onde atinge
as artérias parabronquiais, possibilitando a difusdo do CO2. E o sangue
oxigenado, sai dos pulmdes pelas veias infundibulares, passando pelas veias
septais, atriais e interparabronquiais, atingindo, finalmente, as veias pulmonares.
As trocas gasosas ocorrem ao longo do parabrénquio. Assim, a PO2 do sangue
arterial na saida do pulméo € estabelecida pela captacdo de Oz de todos 0s

capilares dos parabrénquios ao longo do ciclo respiratorio (Powell et al., 1981).
3.2. Controle do ciclo respiratdrio em vertebrados
O ciclo respiratorio, decorrente de pressdo negativa, compreende a

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

vertebrados.



Em aves o ciclo respiratério em repouso € determinado por inspiracao e
expiracao ativa (Powell, 2015).

Enquanto mamiferos apresentam trés fases, sendo inspiracao ativa, pos-
inspiracdo (inicio da expiracdo) e expiracdo passiva (Richter, 1982). Porém, em
condicOes de elevada demanda metabdlica, a expiracao torna-se ativa e o ciclo
ventilatorio apresenta 4 fases; inspiracdo ativa, constricdo das vias aéreas com
frenagem diafragmética, uma pausa (para maximizar as trocas gasosas) e,
entdo, expiracao ativa (Feldman et al., 2013; Jenkin et al., 2017).

Em répteis e mamiferos marinhos as fases consistem em expiracao ativa,
inspiracdo ativa, fechamento glotico e uma pausa; apnéia ou suspensao da
respiracao (Jenkin et al., 2017).

Anfibios, representando, evolutivamente, a conquista do ambiente
terrestre, apresentam mecanismos respiratorios variados com o meio em que
vivem. Em anfibios aquaticos, o ritmo respiratério € continuo através de
branquias, enquanto os anfibios terrestres comumente exibem ventilacdo
continua da cavidade bucofaringea e intermitente dos pulmdes. Nestes, o ciclo
respiratorio € dividido em quatro fases; expansao inicial da cavidade oral para
captura de ar, abertura da epiglote com mistura do ar fresco com o pulmonares,
compressédo bucal conduzindo o gas aos pulmdes e exalacdo do gas com o
fechamento da epiglote (Gargaglioni e Milsom, 2007). Peixes possuem ciclo
respiratorio continuo (equivalente aos anfibios aquaticos) e capturam O:2
mediante bombas bucal e opercular (Taylor et al., 2010).

As fases do ritmo respiratorio, por sua vez, provém da acdo de
controladores motor no sistema nervoso central, ativados por neurdnios
sensitivos mediante estimulos no ambiente interno e externo (Macari e Givisiez,
2002). Assim, sdo modulados por varios reflexos, incluindo o controle por
“feedback” negativo, para manter a homeostase da gasometria arterial e do pH.
Estes reflexos ventilatorios possuem o0 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, s&o

responsaveis pelo padréo respiratorio.



3.2.1. Regibes encefélicas envolvidas no controle da respiracdo em vertebrados

As primeiras sugestdes da localiza¢do dos geradores do ritmo respiratério
foram a partir das observacfes de Galeno acerca das lesdes bulbares em
gladiadores, onde os feridos acima do pescoc¢o paravam de respirar (Greer e
Funk, 2016). Posteriormente, estudos realizados mediante remocao de
estruturas encefalicas, cortes sagital e coronal, do tronco encefélico e
estimulacéo elétrica no mesmo, identificaram regides da ponte e do bulbo como
geradores do ritmo respiratorio em mamiferos (Cohen, 1971; Smith et al., 1991;
Alheid et al., 2004; Milsom et al., 2004). As trés principais regides sdo o Grupo
Respiratério Pontino (PRG), Grupo Respiratorio Dorsal (DRG) e Coluna
Respiratoria Ventral (VRC). Estas contém grandes populacdes de neurdnios
respiratorios classificados com base na fase em que estdo ativos; inspiracao,
pés-inspiracdo e expiragcdo passiva ou ativa e seus padrdes de disparo,
decremento ou incremento (Otake et al., 1989; Dick et al., 1994; Greer e Funk,
2016).

O PRG localiza-se em uma regido dorsolateral da ponte, englobando a
regido parabraquial lateral (LPBr) e o nucleo Koélliker-Fuse; KF (Dutschmann e
Dick, 2012). Neur6nios glutamatérgicos da regido parabraquial e nucleo Koélliker-
Fuse atuam no controle do tempo expiratério, aumentando a frequéncia
respiratéria (Chamberlin, 2004; Zuperku et al., 2017; Zuperku et al., 2018),
apresentando papel excitatorio (Mizusawa et al., 1995).

O DRG é uma regido pertencente ao ndcleo do trato solitario (NTS). Para
respiracdo espontdnea em ratos, 0s neurdnios de aumento inspiratérios
(neurbnios AUG-I) séo ativados, enquanto a atividade dos neurbnios expiratérios
diminuem neste nucleo, nao diferindo qualitativamente dos grupos respiratorios
ventrais (Takeda e Masumoto, 1997).

A VRC é uma coluna de neurénios na regido ventral do tronco encefalico,
gue se estende do nucleo facial na ponte até a regido caudal do bulbo (Jones et
al., 2016). Comporta diversos sitios tais como complexo Botzinger (B6tC),
complexo pré-Botzinger (preBo6tC), grupo respiratorio ventral rostral (r'VRG) e
Grupo Respiratério Ventral Caudal (cVRG) (Ramirez e Baertsch, 2018). Grupo
Respiratorio Ventral Rostral (r'VRG) e Grupo Respiratorio Ventral Caudal

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



10

Nucleo Retrotapezoide; RTN (Ramirez e Baertsch, 2018). Cada regido possui
funcdo especifica na geracdo e padrdo do ritmo respiratério. O preBo6tC
identificado como o centro gerador do ritmo inspiratorio (oscilador inspiratorio),
cuja acdo esta relacionada a excitacdo de neurbnios que expressam 0 gene
DBX1 (Smith et al., 1991; Vann et al., 2018). O complexo pFRG/RTN atua no
controle da expiracdo ativa (oscilador expiratorio), recrutando musculos
abdominais expiratorios (Janczewski e Feldman, 2006; Pagliardini et al., 2011;
Feldman et al., 2013) como ocorre, por exemplo, em 7% de hipercapnia (Leirdo
et al., 2018). O pFRG e o RTN, no entanto, apresentam diferente populacéo
neuronal, distinguindo o mecanismo para gerar a respiragao ativa (Pisanski e
Pagliardini, 2018). Os grupos de controle respiratdério possuem conexdes
neuronais entre si, atuando no controle e integracdo motora dos ritmos
respiratorios (Bochorishvili et al., 2012; Yang e Feldman, 2018).

Estes circuitos envolvidos no controle da ventilagdo tem sido bem
explorados em modelos animais, principalmente utilizando roedores (ratos e
camundongos). Em aves, o controle da respiracéo nao esta bem elucidado como
observado em mamiferos, havendo poucos estudos. No entanto, foi
demonstrado que embrido de frangos apresentam progenitores que expressam
a proteina DBXx responsaveis pela formacdo de neurbnios geradores de ritmo
inspiratério em mamiferos (Pierani et al., 1999; Pierani et al., 2001). Assim a
atividade espontanea no sistema nervoso central em desenvolvimento ocorre
antes que o cérebro responda a estimulos sensoriais externos, e aparece no
rombencéfalo (ponte e bulbo) e na medula espinhal como descargas elétricas
ritmicas dos nervos cranianos e espinhais.

A atividade respiratoria espontanea em aves recruta uma grande
populacdo de neurdnios e se propaga sobre uma ampla regido do sistema
nervoso central (Momose-Sato e Sato, 2016). Desse modo, o rombencéfalo
parece articular a rede ritmica, influenciando as redes posteriores de controle
respiratorio do tronco encefalico (Chatonnet et al., 2002). No frango adulto, Peek
et al. (1975) mostraram que uma rede de neurbnios bulbares, com projecdes a
musculos inspiratorios e expiratorios. Essa rede estimula a resposta ventilatoria
a hipercapnia associada a hiperoxia (mistura gasosa de 10% de CO2 e 90% de
02). Além de controladores bulbares, Richards (1971) demostrou que o

mesencéfalo de frangos e pombos também apresenta controle sobre a
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frequéncia respiratoria. Pois uma area dorsal do mesencéfalo, anatomicamente
homéloga e fisiologicamente analoga ao centro pneumotaxico da ponte dos
mamiferos, ao receber estimulo elétrico, gerou taquipnéia. E a ablacdo do
mesmo inibiu a resposta das aves mediante o estimulo.

Nas outras classes de vertebrados, também ha poucos trabalhos
retratando os geradores centrais do ciclo respiratério. No entanto, sabe-se que
0s sitios em questdo também encontram-se no tronco encefalico (Gargaglioni e
Milsom, 2007; Taylor et al., 2010). Acredita-se que existam multiplos sitios
geradores do ritmo respiratorio em répteis (Taylor et al., 2010). Atestada por
Douse e Mitchell (1990) que comprovaram atividade ritmica episoddica dos
motoneurdnios espinhais e cranianos, IX, X, Xl e Xll, em tartarugas. Em ra touro
a respiracao episodica estd associada ao nucleo do istmo do tronco encefalico,
estrutura mesencefalica equivalente neuroanatomia pontina de mamiferos,
responsavel pela reducdo do volume corrente em resposta a hipéxia (Gargaglioni
e Branco, 2004). Enquanto, a ventilacdo, por aumento da frequéncia respiratéria
€ produzida por atividade motora dos nervos trigémeo, facial e vago, V, VIl e X
respectivamente (Gargaglioni et al., 2007; Gargaglioni e Milsom, 2007). Também
h& registro de atividade neural espontanea, relacionada a respiracéo, nas raizes
dos nervos V, VII, IX, X e XlI, que inervam os musculos respiratorios, juntamente
com o nucleo descendente do trigémeo e a formacéao reticular, em lampréias
(Rovainen, 1985; Russel, 1986), tubardo (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 mandibula, parte do padrdo motor da
respiracdo é gerado e coordenado na metade rostral do bulbo (Taylor et al.,
2009; Taylor et al., 2010).

Independentemente da classe dos vertebrados, o ciclo respiratorio surge
a partir da interacdo dinamica entre os mecanismos ritmogénicos. Estes sao
direcionados por diferentes tipos de neuromoduladores e interagdes sinapticas
entre microcircuitos distribuidos entre as regiées do SNC (Ramirez e Baertsch,
2018). Porém, quando um dos circuitos € interrompido, pode ocorrer
compensacao neuromodulatéria (Langer et al., 2017a; b). Assim, o sistema de
controle respiratorio € dinamico e plastico, sendo capaz de satisfazer uma
enorme variagdo de demanda metabdlica frente aos estimulos (Feldman et al.,

2003). Para a respiracdo, a pressado parcial de oxigénio (PO2) e dioxido de
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carbono (PCO2) e os niveis de pH no sangue, tecido e cérebro séo os estimulos
primordiais, cuja percep¢ao 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 atuacao

Em vertebrados, a quimiorrecepcédo é realizada por quimiorreceptores
periféricos e centrais com localizacdo e atuacdo especifica (O'regan e
Majcherczyk, 1982; Milsom, 2002). Em adicdo, aves e alguns répteis como,
crocodilos, serpentes e lagartos, possuem quimiorreceptores intrapulmonares
(Milsom et al., 2004).

Os quimiorreceptores periféricos, células glémus, sé@o sensiveis a
alteracdes na PaO2, PaCO2 e pH do plasma (O'regan e Majcherczyk, 1982;
Powell e Hempleman, 1990; Milsom, 2002). As células glémus sdo encontradas
no terceiro arco branquial em peixes, labirinto carotideo em anfibios e nos corpos
carotideos de mamiferos, aves e alguns répteis (O'regan e Majcherczyk, 1982;
Hempleman e Warburton, 2013; Reichert et al., 2015; Reyes et al., 2015).

Os corpos carotideos sao 6rgdos ovéides com menos de 1mm de
didametro e localizam-se na bifurcacédo da artéria carétida na parte superior do
pescoco em mamiferos e alguns répteis (Hempleman e Warburton, 2013). Em
aves, estes 6rgaos bilaterais sdo encontrados dentro da cavidade toracica ao
lado da artéria carétida comum, cranial da origem da artéria subclavia e
adjacente a tiredide, paratireoides e glandulas ultimobranquiais (Yamatsu e
Kameda, 1995; Kameda, 2002). As células glébmus aviarias também sao
encontradas nas paredes da carétida comum e seus ramos (Kameda, 2002).
Esses érgaos sdo ricamente perfundidos por um ramo da artéria carétida, e
recebem inervacdo vagal e motora simpatica e parassimpatica (Kobayashi,
1969; Hempleman e Warburton, 2013).

Informacdes periféricas sobre hipdxia ou hipercapnia aferem ao Sistema
Nervoso Central (SNC), por meio do nervo glossofaringeo, por potenciais de
acdo do corpo carotideo. Ratos Wistar, tartarugas (Chrysemys picta) e lagartos
(Tupinambis merianae) vagotomizados tem resposta ventilatéria (frequéncia
respiratoria 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 oscilacdes na PaO: e
PaCO2, aumentando a frequéncia respiratoria e ventilagdo (Milsom et al., 1981;
Hempleman et al., 1992). No entanto, os neurbnios quimiossensiveis e as vias
ativadas, sdo especificos ao estimulo, baixa PO2 ou elevada PCO2,
apresentando mecanismos equivalentes em mamiferos (Nye e Powell, 1984;
Powell e Hempleman, 1990).

Os quimiorreceptores centrais sdo sensiveis a mudancas na PaCO: e
pH no liquido intersticial encefalico (O'regan e Majcherczyk, 1982; Nattie, 1999;
Milsom, 2010). A quimiorrecepcao central foi primeiramente localizada
bilateralmente na superficie 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 visdo tradicional da localizagcdo dos
quimiorreceptores centrais, restritos a superficie ventrolateral do bulbo, ganhou
forca, por meio de varios estudos mostrando que o RTN seria a principal regido
quimiorreceptora central, dando origem a chamada teoria da quimiorrecepcao
especializada — “specialized chemoreceptor theory” (Guyenet et al., 2005;
Guyenet et al., 2008). Por outro lado, estudos recentes demonstram que estes
receptores estdo amplamente distribuidos no SNC, surgindo a visdo de que a
quimiorrecepcao central € um sistema que envolve multiplas regifes e sistemas
de neurotransmissdo no tronco encefalico. Esta conhecida como teoria da
quimiorrecepcao distribuida — “distributed chemoreception theory”.

Dentre as regides envolvidas na quimiorrecepc¢éao central destacam-se o
ndcleo do trato solitario (NTS), o locus coeruleus (LC) o nucleo retrotrapezoéide
(RTN), regibes especificas do hipotalamo 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 anfibios também evidenciam mdiltiplos sitios
centrais envolvidos na quimiopercepcdo (Gargaglioni et al., 2010; Reed et al.,
2018). Podendo estas caracteristicas ter se estendido as demais classes de
vertebrados, e de fato, h& evidencias para presenca de quimiorrecepgao central
ao CO2/pH em todos os vertebrados de respiracdo aérea (Milsom, 2002). A
iguana mexicana (Ctenosaura pectinata), por exemplo, possui locus coeruleus e
nacleos da rafe identificados (Ayala-Guerrero e Mexicano, 2008).

A acidificacdo central, abrangendo varios nucleos, e local (especifica)

aumenta a ventilagdo em rato sprague-dawley (Da Silva et al., 2010), tartaruga-
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de-orelha-vermelha (Hitzig e Nattie, 1982) e ra-touro-americana (Kinkead et al.,
1994). Resposta equivalente pode ser obtida com 0 aumento na concentracao
de CO:2 atmosférico (Smatresk, 1990).

Do mesmo modo, patos conscientes aumentam a ventilacdo quando
PaCO2 aumenta no sangue perfundindo apenas na cabeca, evidenciando a
guimiossensibilidade central em aves (Milsom et al., 1981). Porém, em aves,
sobretudo em frangos, ndo foram identificados quimiorreceptores centrais, por
meétodos neurofisiolégico ou anatdmico tais como a imunoistoquimica.

Aves e alguns répteis também possuem quimiorreceptores
intrapulmonares, sensiveis a alteracdes na PCO: (Peterson e Fedde, 1968;
Burger et al., 1974; Fedde et al., 1974). Estes sao aferentes vagais e, em aves,
localizam-se nos parabrénquios, possuindo terminacdes nervosas em varios
pontos ao longo do comprimento de um ou mais parabrénquio (Hempleman e
Burger, 1984). Assim, podem detectar a PCO:2 que esta préximo da barreira ar
sangue, respondendo a mudancas na liberacdo de CO:2 para o pulmdo e artérias
pulmonares (Burger et al., 1974; Banzett e Burger, 1977).

Os quimiorreceptores intrapulmonares, diferentemente dos periféricos,
sdo estimulados por diminuicbes na PCO:2 e, uma vez ativados, induzem a
reducdo da ventilacdo. A elevada sensibilidade dos quimiorreceptores
intrapulmonares & mudancas periddicas na PCOz, durante a respiragdo normal,
os qualifica para afinar o padrdo de ventilagdo, bem como os receptores de
estiramento pulmonar vagal em mamiferos (Fedde e Scheid, 1976; Milsom et al.,
2004). No entanto, ndo séo sensiveis ao alongamento mecanico do pulmao que,
em aves, € rigido (Fedde et al., 1974; Bouverot, 1978).

No que tange aos quimiorreceptores centrais, estes, distribuidos nos
diversos sitios, sdo responsaveis pela maior parte do aumento da ventilacdo em
resposta a elevada PaCO2 em mamiferos (Milsom, 2002; Guyenet et al., 2010) e
aves (Milsom et al., 1981). Em aves, no entanto, os sitios e 0s tipos de neurdnios
envolvidos na quimiorrecepgdo central ainda sdo poucos estudados e

completamente desconhecidos.
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3.3. Quimiorrecepcao central em vertebrados: Sitios e neurbnios envolvidos

Animais hiperventilam em resposta a hipercapnia e a hipdxia por
aumento, predominante, do volume corrente e da frequéncia respiratoria
respectivamente (Milsom et al., 2004). A resposta ventilatria por sua vez varia
com o estimulo quimico e os neuromoduladores recrutados e/ou silenciados nos
diferentes sitios centrais.

No nucleo do trato solitario (NTS) ha trés tipos de neurbnios
classificados, quanto a quimiossensibilidade ao CO: ativados, em inibidos e
insensiveis. Onde os ativados e inibidos aumentam a taxa de disparo em torno
de 20% apds exposicdo hipercapnica (15% CO2), sendo esta reversivel em
condi¢gbes normocapnicas (Conrad et al., 2009).

O locus coeruleus é densamente inervado por fibras que contém
glutamato, serotonina e adenosina trifosfato atuando na quimiorrecepgao central
(De Carvalho et al., 2014). Dentre os tipos de neurbnios quimiossensiveis,
experimento realizado com lagartos (Varanus exanthematicus) evidencia a
presenca de neurdnios do locus coeruleus excitados e inibidos em hipercapnia
(Zena et al., 2016). Os neurdnios noradrenérgico e serotoninérgicos deste sitio,
em anfibios, induzem o aumento da ventilagdo em resposta a hipercapnia por
mecanismos equivalentes a mamiferos (Gargaglioni et al., 2010). Ratos
expostos a 7% de COz hiperventilam por aumento no volume corrente (Biancardi
et al., 2008; De Carvalho et al., 2017). O padrao de resposta, por sua vez, €
determinado pelo centro controlador cujo neurdnio quimiossensivel esta
projetado. Grupos de células catecolaminérgicas, por exemplo, tem diferentes
projecdes encefalicas que modulam a respiracdo diferentemente; alguns sitios
sao excitatérios enquanto outros sédo inibitorios (Gargaglioni et al., 2010).

O complexo pFRG/RTN contém neurbnios que inervam as regides da
coluna respiratoria ventral (B6tC, pré-BotC, rVRG e cVRG) sendo ativados por
hipercapnia (Guyenet, 2014). Neste sitio encontra-se grande populacéo
glutamatérgica (Mulkey et al., 2004). A inibicdo farmacogenética dos neurdnios
RTN (Phox2b) reduz a frequéncia respiratoria e o volume corrente, além de
eliminar a expiracéo ativa induzida por CO2 (Marina et al., 2010).

Na rafe bulbar encontram-se grandes populagdes neuronais

quimiossensiveis a alteragbes na PCO2/pH tais como gabaérgicos e
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serotoninérgicos que se projetam para os diversos controladores da respiracéo
(Iceman et al., 2014). Os neurdnios serotoninérgicos sado excitados por aumentos
na PCO2. Estudos in vitro demonstraram que neurdnios 5-HT (localizados
principalmente na regido mais rostral da rafe bulbar) aumentaram sua frequéncia
de disparo em resposta a acidose dentro dos valores fisiologicos (pH 7,2 — 7,4),
em slices do tronco encefalico (Richerson, 1995; Wang et al., 2001). A
sensibilidade a acidose dos neurdnios nao foi diminuida apds bloqueio sinaptico,
demonstrando uma sensibilidade intrinseca (Richerson, 1995). Esta resposta
também esta presente isolando-se, em culturas, neurénios da rafe bulbar (Wang
et al., 2001). Neste meio, somente neurdnios 5-HT foram estimulados pela
acidose cuja atividade nao esta relacionada aos inputs sinapticos de outros

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

3.4. Neurdnios serotoninérgicos da rafe bulbar e quimiorrecepcao central

A rafe compreende grupamentos de neurdnios dispostos em uma coluna
gue se estende no eixo rostro-caudal, do mesencéfalo ao bulbo (Hay-Schmidt,
2000). A disposicdo da rafe bulbar em aves (frangos por exemplo), segue
topografia equivalente de mamiferos, no entanto, ndo foram identificadas as
subareas (Kuenzel e Masson, 1988) descritas em mamiferos roedores, tais
como: no bulbo, classificadas em nucleo obscuro da rafe (ROb), nucleo palido
da rafe (RPa) e o nucleo 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 mamiferos, os neurénios 5-HT da rafe bulbar possuem conexdes
importantes com 0s principais nucleos respiratérios incluindo o grupo pontinho
(Gang et al., 1991), o grupo respiratério ventral (Connelly et al., 1989), complexo
pré-Botzinger (pré-BotC; centro da geracdo da atividade inspiratéria) e também
enviam projecdes aos motoneurénios do nervo frénico e hipoglosso (Hosogai et
al., 1998; Richerson, 2004; Ptak et al., 2009). Estas evidéncias anatdomicas
sugerem que o0s neurdnios 5-HT da rafe bulbar participam do controle
respiratorio.

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

neurénios 5-HT da rafe bulbar, in vitro, disparam de maneira espontanea e
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enviam projecdes axonais ao complexo pré-Botzinger e ao nucleo motor do
hipoglosso. Além disso, as conexdes excitatdrias entre muitos destes neurénios
e 0 pré-BotC sao recipocras. Do mesmo modo, Depuy et al. (2011) demonstram
que a estimulacédo optogenética (fotoestimulacédo) dos neurénios 5-HT da rafe
bulbar induz aumentos na amplitude e frequéncia do nervo frénico em
camundongos.

Estudos sobre o envolvimento de neurdnios 5-HT da rafe bulbar na
quimiorrecepcéao central e controle respiratorio de mamiferos demonstram que
estes modulam a resposta ventilatéria a 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), sdo consistentes com um
papel da regido da rafe bulbar, especificamente, seus neurdnios 5-HT na
quimiorrecepcao central (Corcoran et al., 2009). Em aves, o papel dos neurénios
5-HT sob o sistema de controle respiratério € pouco conhecido, no entanto, a
densa distribuicdo de fibras serotoninérgicas sob a rafe de frangos sugerem uma

importancia consideravel (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 contracdo da musculatura lisa. A 5-HT
existe em quase todos o0s organismos biolégicos estudados; plantas,
invertebrados e vertebrados (Saxina et al., 1966; Smith, 1971; Azmitia, 1999).
Essa ampla distribuicdo indica que este sistema é filogeneticamente antigo e
evoluiu lentamente nos diversos grupos (Hay-Schmidt, 2000; Azmitia, 2001)
preservando suas estruturas. Em concordancia com essa hip6tese, o0s
receptores para 5-HT, especialmente os de alta afinidade (subtipo 5-HT1),
parecem ter surgido ha cerca de um bilhdo de anos (Peroutka e Howell, 1994).
Dentre as estruturas conservadas, destaca-se o transportador de
serotonina sodio dependente (SERT) cuja sequéncia de nucleotideos 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 sequéncia
codificante para o SERT no cromossomo 19, AY573844.1 (Larsen et al., 2004).
O alinhamento entre a sequéncias proteicas que codificam o transportador de
serotonina em ratos e frangos, pelo BLAST-NCBI, mostra que estas espécies
possuem 91% de sobreposicéo e 75% de identidade equivalente (Altschul et al.,
1990).

O sistema serotoninérgico tem sido estudado por abordagens distintas,
como exemplo, por delecdo quimica especifica dos neurdnios serotoninérgicos
e por inibicdo da biossintese de serotonina, reduzindo-a de modo sistémico.

O procedimento de lesdo quimica neuronal é realizado pelo anti-SERT-
SAP (Advanced Target System, EUA), especifica para promover delecdo dos
neurdnios serotoninérgicos (5-HT). Consiste em uma imunotoxina que utiliza a
toxina saporina (SAP) conjugada ao anticorpo para o transportador de
recaptacdo de 5-HT (anti-SERT). Este imunogénio é um peptideo do quarto
dominio extracelular do SERT de rato (NP_037166.2). Assim a conjugacédo de
SAP com anticorpo anti-SERT confere ao componente a especificidade para
neurdnios 5-HT. Estudo com rato mostrou que, a injecao ventricular do anti SERT
SAP (2 x 100 nL; 1uM) reduziu o conteudo de neurdnios 5-HT ao longo do tronco
encefélico, incluindo os ndcleos da rafe, atenuando a resposta ventilatéria ao
CO2 durante a vigilia e o sono (Nattie et al., 2004). Resposta hipercapnica
equivalente foi obtida quando a injecdo da imunotoxina foi realizada nos nucleos
da rafe, como na Rafe Magnus (RMg) (Dias et al., 2007) e Rafe Obscurus (Da
Silva et al., 2011).

A inibicdo da biossintese de serotonina é realizada pela droga p-
clorofenilalanina (PCPA; Sigma-Aldrich) para promover a inibicdo enzimatica
irreversivel da biossintese de serotonina. O PCPA, sendo analogo ao triptofano,
liga-se a enzima triptofano hidroxilase, produzindo uma proteina inativa.
Consequentemente, o conteudo de serotonina em tecidos centrais e periféricos
é reduzido. A administracdo oral de 100mg/kg de PCPA reduziu o conteudo de
serotonina no enceéfalo e sangue de ratos apos 24h (Koe e Weissman, 1966). Ao
ser injetado 300mg/kg de PCPA via intra peritoneal em ratos, estes tiveram
volume corrente e ventilagdo maiores que 0s 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 ndo abordaram o
controle respiratdrio tais como o comportamento social, alimentar entre outros
(Buchanan et al., 1994; Zendehdel et al., 2013).
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CAPITULO 2 - Efeito da lesdo central de neurdnios serotoninérgicos no

controle respiratorio de frangos carijo

Resumo: Alteragbes na PCO2/pH sdo detectadas, principalmente por
quimiorreceptores centrais possibilitando os ajustes respiratorios requeridos a
homeostase. Sabe-se que as aves tém quimiorreceptores centrais, no entanto,
ndo ha estudos indicando quais neurbnios sdo quimiossensiveis nem sua
localizacdo. Em mamiferos, os neurbnios serotoninérgicos (5-HT) da rafe
possuem elevada quimiossensibilidade, além de proje¢ao aos principais nucleos
respiratorios. Frangos também apresentam neurdnios 5-HT na rafe, no entanto,
ndo se sabe qual o seu papel no controle respiratorio. Objetivou-se verificar a
participacdo dos neurbnios 5-HT, por meio de lesdo quimica, na resposta
ventilatoria de frangos a hipercapnia (7% COz), hipercapnia com hiperoxia (7%
CO2 e 50% 0O2) e hipdxia (10% O32). Para isto, foi injetado 1uL da imunotoxina
anti-SERT-SAP (0,1uM) no 4V. Os grupos controle receberam PBS ou IgG-SAP.
Foram mensurados ventilacdo (V;), padrdo respiratorio, consumo de oxigénio
(V0,) e a temperatura corporal (Tc). O anti-SERT-SAP reduziu o nimero de
neurdnios 5-HT no rombencéfalo das aves (P<0,05). Em resposta a hipercapnia,
Vg, Ttor € Tc nos animais anti-SERT-SAP foram atenuados (P<0,05), enquanto
o equivalente ventilatério (V¢z/V0,) e V0, ndo diferiram entre os tratamentos
(P>0,05). Quando a hipercapnia foi associada a hiperdxia, os tratamentos ndo
diferiram para os parametros fisiolégicos mensurados (P>0,05). Também nao
houve diferenca entre os tratamentos em resposta a hipéxia (P>0,05). Conclui-
se que 0s neurdnios serotoninérgicos participam da resposta ventilatoria a
hipercapnia em frangos, sendo dependente das aferéncias dos
quimiorreceptores periféricos. Mas nao participam da resposta ventilatoria a
hipoxia.

Palavras-chave: aves, hipercapnia, hipoxia, neurdnios 5-HT, ventilacdo

pulmonar, temperatura corporal
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1. Introducéo

O sistema respiratorio tem como fungéo elementar a captacao de Oz, para
suprir a demanda mitocondrial para producédo de ATP, e eliminar o CO:2 oriundo
do metabolismo (Powell, 2015). Além disso, promove equilibrio acido-base por
controle do sistema tampao bicarbonato que € o mais importante nos fluidos
extracelulares (Gonzalez e Silva, 2006). Este processo é regulado pela detecgéo
na alteracdo da POz, PCO:2 e pH por quimiorreceptores periféricos e centrais que,
uma vez ativados, enviam informacfes ao sistema nervoso central, gerando a
integracédo dos sinais e modulando a respiracdo dos animais (Bouverot, 1978;
Powell, 2015).

Os quimiorreceptores centrais sdo responsaveis pela maior parte da
resposta ventilatoria a elevada PCO: e baixa H* em mamiferos e aves (Milsom
et al., 1981; Milsom, 2002; Guyenet et al., 2010). Em aves os tipos de neurbénios
envolvidos na quimiorrecepcao central e sua localizacdo sdo desconhecidos,
mas estas respondem ao aumento da PaCO:2 do liquor, evidenciando que
também possuem quimiorreceptores centrais (Milsom et al., 1981). Em
mamiferos roedores, estes quimiorreceptores estao bem descritos e distribuidos
em sitios do sistema nervoso central (SNC) tais como locus coeruleus,
hipotalamo lateral e nucleos da rafe (Nattie e Li, 2009). Também foi identificada
guimiossensibilidade no locus coeruleus de lagartos (Zena et al., 2016) e anuros
(Gargaglioni et al., 2010; Reed et al., 2018) indicando que a quimiorrecepcao
central também pode ser distribuida em outras classes de vertebrados.

A rafe, por sua vez, apresenta um papel fundamental, pois esta localizada
na linha média do tronco encefalico, do mesencéfalo ao bulbo e, em mamiferos,
possui densa populacdo de neurbnios quimiossensiveis que projetam-se aos
diversos nucleos reguladores da respiracao (Millhorn et al., 1988; Calizo et al.,
2011; Iceman et al., 2014). Dentre os tipos de neurdnios contidos na rafe, os
serotoninérgicos sao predominantes e apresentam papel crucial na resposta
ventilatoria ao CO2 (Corcoran et al., 2009). Estudos mostraram que, ap0s injecao
da imunotoxina anti-SERT-SAP, que provoca delecéo especifica dos neurbnios
serotoninérgicos, a ventilagdo 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, ndo ha estudo relatando o papel dos neurdnios 5-HT no controle
da respiracdo, no entanto, a densa distribuicio de somatas e fibras
serotoninérgicas sob a rafe sugerem funcbes relevantes no controle da
respiragao desses animais (Yamada et al., 1984; Yamada e Sano, 1985).

Frangos de corte, machos e fémeas, com 10 dias de idade ja respondem
efetivamente a estimulos hipercdpnicos (7% CO2), aumentando o volume
corrente e a ventilacdo (Espinha et al., 2014). Pintinhos também hiperventilam
em hipdxia de 10%, mas por aumento na frequéncia respiratoria (Mortola, 2010).

Diante do exposto, objetivou-se verificar a participacdo dos neurénios
serotoninérgicos, por meio de lesdo quimica, na resposta ventilatéria de frangos

a hipercapnia, hipercapnia associada a hiperéxia e a hipodxia.

2. Material e Métodos

O papel dos neurbnios serotoninérgicos no controle ventilatério de frangos
foi avaliado por delecdo quimica especifica dos mesmos ao longo do tronco
encefalico. O experimento foi realizado no Departamento de Morfologia e
Fisiologia Animal (DMFA) da Universidade Estadual Paulista, Julio de Mesquita
Filho, Campus de Jaboticabal (UNESP/FCAYV), de acordo com o CONCEA
(Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal) e aprovado pelo
comité de ética local como parte do estudo intitulado Serotonina e Controle
Respiratdrio em Vertebrados (CEUA - Comissé&o de Etica no Uso de Animais -
FCAV-UNESP) sob o protocolo 019289/2014.

2.1. Animais

Foram utilizados 68 pintos caipiras (coloniais) do tipo Carij6 (Gallus gallus
domesticus, Global Breeders®), machos e fémeas 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 maximo de cinco dias de acordo com o guia de manejo

de incubacgé&o da linhagem (Cobb-Vantress, 2008). O ovos pesavam em meédia
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62 + 3,79 e foram armazenados em camara climatizada a 16°C, paralisando o
desenvolvimento embrionéario. 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 ecologica, BH, MG) previamente programada para
temperatura em 37,5°C, umidade relativa em 60%, viragem a cada hora e
circulagcdo do ar uniforme. No 18° dia de incubacao, os ovos foram retirados da
incubadora, posto em sacos de tule para ndo perder a identificacdo do pinto e
transferidos para o nascedouro (Premium Ecoldgica, BH, MG) onde os fatores
fisicos foram semelhantes ao da incubacéo, interrompendo as viragens apenas.
No 21° dia, 89,9% dos pintinhos eclodiram e foram retirados do nascedouro com
a penugem seca, verificado a cicatrizacdo do umbigo e pesados.

ApoOs a eclosdo, os pintos foram alojados em caixas criatérias em sala
climatizada com temperatura ambiente e fotoperiodo controlados. A temperatura
ambiente foi ajustada, em funcéo da idade do animal, para atender seu conforto
térmico, sendo mantida em 31 £ 0,5 e 28 £ 0,5 °C (média * erro padrédo) na
primeira e segunda semana de vida respectivamente (Cassuce et al., 2013;
Candido et al., 2016). Foi adotado o ciclo claro:escuro de 14:10 horas (luz acesa
as 6h e apagada as 20h). Agua e racéo inicial foram fornecidas ad libitum
mediante comedouro tubular e bebedouro com rosca. A racao comercial farelada
foi formulada para atender as exigéncias 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

cirdrgico e, posteriormente, experimental.

2.2. Procedimento cirargico

Primeiramente, o kit cirargico 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, pinga anatdmica serrilhada reta, pinga anatdmica dente de rato reta
e pinga relojoeiro modelo Dumont reta (Bonther®). E, o instrumental adquirido
estéreo consistiu em lamina de bisturi e fio de nylon preto agulhado 4-0 para

sutura. Também foram preparados os equipamentos de protecdo individual
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(EPI’s) tais como jaleco, luvas cirurgicas, mascaras, touca e 6culos apropriados
a procedimento cirargico. A mesa cirurgica, por tanto, foi equipada por um
aparelho estereotaxico adaptado a pintinhos de 5 dias, iluminador de mesa led
(Bonther®), bomba de infusdo (Bonther®), além do kit cirargico.

O procedimento foi realizado entre as 8 e 17h, em espaco apropriado do
Laboratorio 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
necessario para a droga anti-SERT-SAP reduzir o conteado de neurbnios
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 musculo do peito
com &lcool etilico 70% para aplicagdo da cetamina e xilasina (30 e 1,5 mg/kg,
respectivamente), via intramuscular (i.m.). O anestésico e o relaxante muscular
foram diluidos na mesma solucéo.

Na sequéncia, os animais foram depenados no campo operatoério, onde
foi feita a antissepsia e aplicacdo do anestésico local (cloridrato de lidocaina).
Os animais, entdo, foram posicionados no aparelho esterotaxico com a cabeca
reta. Foi realizada uma inciséo rostro-caudal na regido dorsal da cabeca para
expor a calota craniana. A localizacdo do quarto ventriculo (4V) para injecdo da
droga (ou solugbes controle) foi determinada por experimentos pilotos, no qual
as coordenadas do 4V foram estabelecidas pela injecao de 1ul de azul de Evans,
gue marcou a regido alvo em questdo e o tronco encefélico caudalmente. O
ponto inicial foi o Bregma (ponto de encontro das suturas coronais e sagitais do
cranio), a partir dele, a torre, posicionada a 90°, seguiu 3 mm caudal ao bregma.
Neste ponto, o cranio foi perfurado por uma broca odontoldgica (micromotor),
possibilitando que a agulha fosse inserida 8,9mm ventralmente e atingisse o 4V
onde foi injetado, lentamente, 1ul da droga ou solugdes controle. A inje¢éo foi
realizada por uma agulha gengival (30G) conectada a seringa Hamilton (10ul),
com o auxilio de uma céanula PE10 e controlada pela bomba de infuséo
(Bonther®). A injecédo 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 concentracdo de 0,1 uM, (Dias et al., 2007; Da Silva et al.,
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2011; Da Silva et al., 2013) e foi diluida em solucao tampao fosfato salina (PBS
0,1M, pH 7,4). Os animais dos grupos controle passaram pelo mesmo
procedimento, mas receberam IgG-SAP (0,1uM) ou PBS (0,1M, pH 7,4). ApGs a
microinjecdo, 0s animais receberam doses intramuscular de enrofloxacina
(10mg/kg) e flunixina meglumina (2,5mg/kg) para prevenir infeccéo e desconforto
pés-cirargico, respectivamente. Finalmente, a incisdo foi suturada por pontos
simples separados totalizando cerca de 20 a 25 minutos para o procedimento
cirdrgico.

Apoés a cirurgia, os animais tiveram a temperatura corporal verificada e
foram levados as caixas criatorias desinfetadas e equipadas com manta
aquecedora para recuperacao 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 funcdo do dia da
cirurgia com a densidade de 495 cm?/animal, correspondendo 20 aves/m?

aproximadamente até o dia do experimento.

2.3. Parametros mensurados

2.3.1. Medida da ventilagio pulmonar (Vg)

As medidas de V; em frangos foram obtidas por método barométrico,
pletismografia de corpo inteiro, em um sistema fechado (Drorbaugh e Fenn,
1955), utilizando uma camara cilindrica de 5L munida por uma lamina d’agua
para saturacdo do ar na qual o animal ndo teve contato. Durante a realizacao de
cada medida de ventilacdo, o fluxo de ar foi interrompido e a camara do animal
permaneceu totalmente vedada por aproximadamente 2 minutos e as oscilacées
de pressao, oriundas da diferenca, na temperatura e umidade, entre o ar
inspirado e expirado pelo animal, foram captadas por um transdutor de presséo
diferencial e os sinais foram amplificados (ML141 espirometro, PowerLab,
ADInstruments). O sinal foi enviado para o sistema de aquisi¢cdo e analise dos
dados (PowerLab, ADInstruments). O volume de ar foi calibrado em cada
experimento, injetando-se 2 mL de ar na camara do animal com o uso de uma

seringa graduada.
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Foram feitas contagens dos picos de ventilacdo para frequéncia
respiratéria (Fr). O volume corrente (Vr) foi calculado através da formula de
Drorbaugh e Fenn (1955), adaptada por Bartlett e Tenney (1970), abaixo:

Proy Tc(Pg — Py)
Py Tc(Pg — Pa) — Ta(Pg — P¢)

VT =

Pr: deflexdo de presséo associada com cada volume de ar corrente; Vk: volume
de ar injetado na camara do animal para calibragédo; Pk: deflexdo de presséo
associada com cada volume de ar injetado para calibracdo, Tc: temperatura
corporal (em Kelvin); Ps: pressao barométrica; Pa: pressao de vapor d’agua a
temperatura da camara; Ta: temperatura do ar dentro da camara; Pc: pressao de
vapor d’agua a temperatura corporal.

O volume corrente foi calculado na condicdo de pressdo barométrica
ambiente, a temperatura corporal, e saturado com vapor de agua (BTPS). Foi
utilizada a pressao barométrica registrada na estacdo agroclimatologica/FCAV
no dia do experimento. A ventilagdo pulmonar foi calculada pelo produto de Fr
x V1. O padrdo respiratorio, posteriormente, correspondeu a duracgéo total do
ciclo respiratério, tempo de inspiracdo e tempo de expiracdo mensurados em
analise pelo software LabChart7. O tempo de inspiracédo correspondeu ao tempo
médio entre o vale e a pico do sinal ventilatério e o tempo de expiracdo foi
calculado a partir da diferenca entre a duracdo total do ciclo e o tempo de

inspiracdo, sendo dado em segundos.

2.3.2. Medida do consumo de oxigénio (VO,)

Medidas do V0, foram realizadas utilizando o sistema respirometria de
fluxo aberto por “Push-mode”. O oxigénio da entrada e saida de ar na caixa foi
analisado com analisador de gases (ML206, AdIinstruments, NSW, Australia).
ApOs estabilizacdo do registro, a concentracdo de O2 na saida da camara foi
mensurada por um minuto, sendo seguido pela medida de Oz na entrada para
posterior determinacio do consumo de oxigénio. O V0, foi calculado pela

férmula (Frappell et al., 1992):
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Onde; f € o fluxo de ar na entrada da cAmara, Oz é a concentragdo de oxigénio
na entrada e O2s a concentragcdo oxigénio na saida. O VO, foi corrigido pela
massa do animal, sendo dado em mL/min.kg e para condicbes padrao de
temperatura, pressdo atmosférica e ar seco (STPD). A partir do V; e V0, foi

calculado o equivalente ventilatorio (Vz/V 0,).

2.3.3. Medida da temperatura corporal (Tc)

A temperatura corporal (Tc) foi medida por meio de um termémetro digital
(HH12B-Omega) cujo sensor foi introduzido no reto a 3 cm de profundidade pela
cloaca do animal no inicio e no final de cada protocolo, obtendo a temperatura

corporal em condicdes basal e ap6s a condicdo gasosa.

2.4. Protocolos experimentais

Foram adotados trés protocolos experimentais para avaliar a participacao
dos neurbnios serotoninérgicos na resposta ventilatéria dos pintos carijo a

hipercapnia e a hipdxia.

P1) Participac&o dos neurdnios serotoninérgicos, por meio de lesédo quimica, na

resposta ventilatoria a hipercapnia de frango carijo.

Dez dias ap0s a cirurgia, 0s pintos, com 15 ou 16 dias de idade, foram
colocados na camara pletismografica cilindrica de 5L e, inicialmente, ventilada
com ar ambiente, atmosférico, (21% O2), com o auxilio de uma bomba de ar para
aquario (Big Air, Super pump A420) que empurrou o ar para dentro da camara
usando o fluxo de 2000 mL/min.

Os animais passaram por 30 minutos de habituacdo as condigbes
experimentais no minimo. Em seguida, foi iniciado o protocolo experimental,
sendo registrados os parametros fisiolégicos em ar ambiente, onde a

concentragéo do Oz e CO2 estavam de acordo com a atmosférica. Apos 30 min,
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as medidas da ventilacdo pulmonar (V) e consumo de oxigénio (V0,) foram
realizadas.

Em seguida, os animais foram submetidos & hipercapnia (7% de COg,
21% de O2 e N2 balango), por 30 minutos utilizando um misturador de gases
programado para empurrar 0 ar para a camara no mesmo fluxo que a bomba de
aquario. Ao final da exposicdo a hipercapnia, as variaveis ventilatorias,
metabolica e temperatura corporal foram mensuradas.

Apos a hipercapnia, o animal voltou a respirar ar ambiente por uma hora
e as variaveis mensuradas novamente, verificando o retorno aos valores basais,

para serem submetidos ao protocolo seguinte.

P2) Participacdo dos neurdnios serotoninérgicos, por meio de lesdo quimica, na

resposta ventilatoria a hipercapnia associada a hiperoxia em frango carijo.

Neste protocolo, a metodologia adotada em ar ambiente foi igual ao
protocolo anterior, sendo seguido pela exposicdo gasosa teste. Os animais
foram submetidos a hipercapnia associada a hiperéxia, por 30 minutos, onde
adotou-se hipercapnia com 7% de CO: e hiperéxia com 50% de Oz (N2 balanco),
sendo a Vg, V0, e temperatura corporal mensurados ao final.

Neste protocolo, a associacao da hipercapnia com hiperéxia teve como
objetivo inibir (ou reduzir) a participacdo dos quimiorreceptores periféricos nas

respostas a hipercapnia (Mortola, 2004).

P3) Participacdo dos neurbnios serotoninérgicos, por meio de lesao quimica, na

resposta ventilatoria a hipoxia em frangos.

No dia seguinte, 11 dias ap0s a cirurgia, 0s pintos foram submetidos ao
terceiro protocolo, onde, apds habituacdo, foram expostos ao ar ambiente (21%
0O2) seguido pela hipéxia. A mistura gasosa conteve 10% O2, sendo equilibrada
com N2. Foi estabelecido o periodo de 30 minutos para mensuracdo da Vg, VO,
e temperatura corporal apos cada condicdo gasosa. Em seguida, o animal foi
exposto ao ar ambiente (1 hora) para recuperacéo.
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A cronologia dos protocolos experimentais esta esquematizada na
Figura 1, que ilustra o tempo de exposi¢cao a cada condi¢cdo gasosa, bem como
o intervalo entre elas.

1
Ar ambiente 7% CO2
1 1 1 1

Ch>

Ar ambiente 7% COz2 + 50% O2
1 [ 1 |

I
A bient 10% O2
rambiente ., 0

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

2.5. Efetividade da delecdo quimica especifica dos neurbnios

serotoninérgicos

Ao término do experimento, foi realizada a eutanasia dos animais, onde
cada animal foi anestesiado para, seguinte, perfusdo transcardiaca e remocao
do encéfalo. A efetividade da lesdo quimica foi verificada por imunoistoquimica
para serotonina (5-HT).

A perfusao foi realizada, primeiramente, com solucdo tampé&o fosfato
salina (PBS) 0,1M, pH 7,4 seguida por paraformaldeido (PFA) 4%, sendo
injetado 100mL de solucéo 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 solucéo de sacarose (30%) em PBS, por
no minimo 3 dias, a 4 °C. Em seguida, o encéfalo foi congelado em isopentano
e processado no criostato.

Foram realizados cortes coronais de 40 um ao longo tronco enceféalico
gue foram coletados de maneira alternada, em triplicatas que ficaram em solucao
crioprotetora no freezer a -20°C para, posteriormente, serem analisados. Para
imunoistoquimica, os cortes foram lavados com soluc¢do de PBS (0,1M; pH 7.4),

sendo depois incubados, a 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
agua oxigenada a 1% por mais 10 min. Imediatamente apos, os cortes foram
lavados novamente em PBS, incubados em soro de cavalo (2%) por 1h a
temperatura ambiente, sendo entdo adicionado o anticorpo primario anti-5-HT
Rabbit (1:5000; Sigma Aldrich), contendo 0,3% de Triton-100X. O anticorpo
primario permaneceu em contato com os cortes durante 24 horas a temperatura
ambiente. Em seguida, os cortes foram lavados com PBS e os cortes incubados
em anticorpo secundario biotinilado anti-Rabbit 1gG (1:200, 1,5h; temperatura
ambiente). O anti-lgG foi, entdo, ligado com avidina bitotina peroxidase (Vector
Laboratories, CA, EUA) e o complexo formado foi visualizado por meio da adi¢ao
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 coloragdo marrom.

As células que apresentaram imunorreatividade para 5-HT
desenvolveram colora¢do marrom e, com o auxilio de um microscépio (CH9435;
DMC2900 Leica®) e um software para aquisicdo de imagens (Las V45; Leica®),
puderam ser analisadas. Assim, 0s animais tratados com anti-SERT-SAP
deveriam apresentar a quantidade de neurdnios imunorreativos para 5-HT
reduzida (Da Silva et al., 2011; Da Silva et al., 2013).

2.6. Anélise estatistica

Primeiramente, foi avaliado o efeito do sexo nos diferentes tratamentos
para a contagem de neurdnios serotoninérgicos e variaveis estudadas em ar
ambiente. Estes dados foram submetidas a anélise de variancia - ANOVA two-
way para medidas repetidas, onde o sexo e o tratamento foram os fatores. N&o
havendo interag&o entre os fatores e diferenga entre 0os sexos, os dados foram
agrupados por tratamento.

Uma vez agrupados, os dados das variaveis respiratorias, VO, e Tc
foram avaliados por ANOVA two-way, sendo os trés tratamentos e as duas
condi¢cOes gasosa, para cada protocolo, os fatores. Holm-Sidak foi o pos-teste.
As meédias do massa corporal e quantificacdo da imunoistoquimica foram

comparadas pelo teste t Student. Valores de P<0,05 foram considerados
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significativos. As analises foram realizadas pelo software SigmaPlot e SigmaStat
3.1

3. Resultados

3.1. Delecao de neurdnios serotoninérgicos (neurdnios 5-HT): efetividade de

lesédo quimica

O tratamento com a imunotoxina anti-SERT-SAP foi efetivo para lesionar
neurdnios 5-HT nos pintos (P<0,05). Nao houve diferenca no padrao de lesao
entre machos e fémeas (P>0,05), sendo os valores médios agrupados e
apresentados nas Figuras 2 a 4. Os animais tratados com anti-SERT-SAP
tiveram reducdo no namero de neurénios 5-HT ao longo do tronco encefélico
(P<0,05; Fig. 2A). A figura 2B ilustra o percentual de neurdnios contidos nos
segmentos do rombencéfalo selecionados em comparacéo ao controle IgG-SAP
gue possui a totalidade neuronal. A reducdo na quantidade de neurdnios 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 reducéo foi mais intensa no
bulbo em comparacgéo a ponte (P<0,05).
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Figura 2 — A) Numero de neurdnios serotoninérgicos; B) Percentual de neurénios
serotoninérgicos ao longo do tronco encefalico e C) Percentual de neurdnios 5-
HT no bulbo e na ponte de pintos carijés ao 16 ou 17° dia de vida, 11 dias apés
a injecao 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 seccgdes em cada porcao do bulbo e ponte, sendo o nimero 1 mais caudal. A
distancia entre o primeiro e ultimo corte foi de 4550 uym e o intervalo entre

seccbes entre 100 a 800 um. *Diferenca significativa entre os tratamentos
(P<0,05).
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Histologia 1gG-SAP Anti-SERT-SAP
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Figura 3 - Lesdo dos neurdnios 5-HT no bulbo de pintos carijés com 16 ou 17
dias de idade, 11 dias apds a injecao central da toxina anti-SERT-SAP. Na
primeira coluna, Cortes coronais de histologia com espessura de cada corte
50um (1,25 x; barra de calibracdo de 500 pum) destacando a regidao de contagem
dos neurdnios. Na coluna do meio e da direita, sec¢gbes de imunoistoquimica
(40um) dos tratamentos IgG-SAP e anti-SERT-SAP respectivamente mostrando
a delecdo caudo-rostral dos neurdnios 5-HT (10x, barra de calibracdo de 200
um). A distancia entre o primeiro e ultimo corte foi de 4550 ym e o intervalo entre
secc¢Oes entre 100 a 800 ym.



47

Histologia 1gG-SAP Anti-SERT-SAP

S

12

13

Figura 4 - Lesdo dos neurbnios 5-HT na ponte de pintos carijés com 16 ou 17
dias de idade, 11 dias apls a injecdo central da toxina anti-SERT-SAP. Na
primeira coluna, Cortes coronais de histologia com espessura de cada corte
50um (1,25 x; barra de calibracao de 500 um) destacando a regido de contagem
dos neurdnios. Na coluna do meio e da direita, sec¢cbes de imunoistoquimica
(40um) dos tratamentos IgG-SAP e anti-SERT-SAP respectivamente mostrando
a delecdo caudo-rostral dos neurénios 5-HT (10x, barra de calibracdo de 200
pum). A distancia entre o primeiro e ultimo corte foi de 4550 um e o intervalo entre
seccdes entre 100 a 800 um. IgG-SAP e anti-SERT-SAP diferiram em todos 0s
segmentos (P<0,05).

3.2. Efeito da lesdo central dos neurdnios 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).

300
C)
©
8 200 1
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wn
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PBS IgG SAP anti SERT SAP
(n=9) (n=30) (n=30)

Figura 5 — Massa corporal média *+ desvio padréo de pintinhos carijos ao 15° dia
de vida tratados com PBS, IgG-SAP ou anti-SERT-SAP com lesdo quimica, ou
nao (controles), dos neurdnios 5-HT.

3.3. Efeito da leséo central dos neurbnios serotoninérgicos na ventilacao,

consumo de oxigénio e temperatura corporal

3.3.1. Ar ambiente (normoxia e normocapnia)

Os parametros ventilatérios e metabdlicos dos pintos carijos, com e sem
lesdo dos neurbnios 5-HT, em ar ambiente foram mensurados nos trés
protocolos (Fig 6 e 7). Estes parametros nado diferiram significativamente ao
longo do tempo, ou seja, entre os protocolos, nos trés tratamentos (P>0,05).
Também ndo houve diferengca entre machos e fémeas para as variaveis

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

subsequentes.
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Figura 6 — A) Resposta ventilatoria e B) Padrao respiratorio de pintos carijos ao
15° dia de vida, com e sem lesédo quimica dos neurdnios 5-HT em ar ambiente
nos trés protocolos experimentais (P1, P2 e P3). Vr: Volume corrente; Fr:
Frequéncia respiratoria; Ve: Ventilacdo; Ti: Tempo de inspiracdo; Te: Tempo de

expiracao; Trtor: Tempo total.
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Figura 7 — A) Consumo de oxigénio (VO,) e B) equivalente ventilatério (Vg/VO,)
de pintos carijés ao 15° dia de vida, com e sem lesdo quimica dos neurdnios 5-
HT em ar ambiente nos trés protocolos experimentais (P1, P2 e P3). *PBS difere
significativamente dos demais tratamentos (P<0,05).

Tabela 1 — Parametros ventilatorios e metabdlicos, em ar ambiente, de pintos
carijés com lesdo quimica, ou ndo, dos neurbnios 5-HT.

PBS IgG SAP anti SERT SAP
Parametros
n=9 n=32 n=27
V7t (ml.kg?) 19,14 + 2,42 19,29 + 4,32 19,48 + 6,21
Fr? (Resp.min') 71,17 £ 11,89 a 64,79 + 14,05 ab 59,47+7,11Db

Vg2 (mL.kgt.min) 1313,73 £ 343,70 1305,30 + 322,45 1155,71 + 290,66

Té (s) 0,40 + 0,05 b 0,47 + 0,10 ab 0,48 + 0,07 a
Te® (5) 0,49 + 0,12 0,56 + 0,15 0,59 + 0,12
Tro1® (S) 0,89+ 0,17 1,03 0,23 1,07 + 0,19
V0, (mL.kg?) 60,05 + 2,67 a 49,67 +2,06 b 46,77 +2,34 b
Vg/VO,” 24,85 + 6,53 25,20 + 5,65 22,35 + 12,79
T8 (°C) 41,68 + 0,18 41,66 + 0,27 41,69 + 0,23

1 Vr. Volume corrente;.ZFB: Frequéncia respiratéria; 3Vi;: Ventilagdo; “T,: Tempo de inspiracéo; °Te: Tempo de expiracio;
5Tror: Tempo total; "Vg/VO,: Equivalente ventilatorio; 8Tc: Temperatura corporal. *Letras distintas na mesma linha,
tratamentos diferem entre si (P<0,05).

Em ar ambiente, o valor médio para a frequéncia respiratoria (Fr) foi
menor nos animais anti-SERT-SAP em comparacéo ao controle PBS (P<0,05),
enquanto os animais IgG-SAP néo diferiu dos demais tratamentos (P>0,05). O
volume corrente (V) e a ventilagdo (Vg) ndo diferiram entre os tratamentos
(P>0,05). O tempo de inspiragéo (Ti) foi influenciado pela dele¢cdo dos neurdnios
5-HT, sendo maior nos animais lesados que no PBS apenas (P<0,05). O tempo

de expiracdo (Te), tempo total (Ttor) e equivalente ventilatorio (Vg/VO,), em ar



51

ambiente, ndo diferiram entre os tratamentos (P>0,05). Houve diferenca para o
consumo de oxigénio (VO,), que foi maior nos animais tratados com PBS
(P<0,05; Tabela 1). A temperatura corporal (Tc) em condi¢des normoxicas e

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

3.3.2. Hipercapnia

N&ao houve interacdo (P>0,05) entre os tratamentos e as condicdes
gasosas para volume corrente (V) e frequéncia respiratoria (Fr), sendo o efeito
desses fatores avaliados separadamente. O V1 de pintos carijés, em valores
absolutos e relativos, aumentou na exposicdo a hipercapnia (P<0,05),
independentemente do tratamento (P>0,05). Nao houve diferenca entre os
tratamentos nas diferentes condicbes gasosas (P>0,05). A frequéncia
respiratoria (Fr) ndo 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 comparacado aos controles (P<0,05). Avaliando a Frem
valores relativos, no entanto, os tratamentos nao diferem entre si (P>0,05). Para
a ventilagéo (Vg), houve interacdo entre os tratamentos e as condicdes gasosas
(P<0,05). A V;z 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
reducado dos neurdnios 5-HT no tronco encefalico atenuou a resposta ventilatoria
a hipercapnia.

Para o padrdo respiratério, apresentado na Figura 9, os tempos de
inspiracdo (Ti), expiracdo (Te) e total (Tror) relativos foram influenciados pela
interacdo entre os tratamentos e as condi¢cdes gasosa (P<0,05). Em hipercapnia,
Ti, Te e Tror foram maiores nos animais anti-SERT-SAP em comparagado aos
tratamentos controle (P<0,05).

O V0, (Fig. 10), em valores absolutos, foi maior nos animais PBS que nos
demais tratamentos (P<0,05), mas nao foi alterado pela hipercapnia (P>0,05). O
VO, relativo também n&o foi alterado pela hipercapnia e n&o diferiu entre
tratamentos (P>0,05). O equivalente ventilatério aumentou em resposta a
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 a hipercapnia, mas foi menor nos tratados com anti-SERT-SAP

(P<0,05).
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Figura 8 — Resposta ventilatoria de pintos carijos ao 15° dia de vida, com e sem
lesdo quimica dos neurbnios 5-HT a hipercapnia. V1. Volume corrente; Fr:
Frequéncia respiratéria; Ve: Ventilacdo. fanti-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 — Padrao respiratorio de pintos carijos ao 15° dia de vida, com e sem
les&o quimica dos neurdnios 5-HT em hipercapnia. Ti: Tempo de inspiracdo; Te:
Tempo de expiracdo; Ttor: Tempo total. Santi-SERT-SAP e PBS diferem

significativamente
tratamentos (P<0,05).

¥anti-SERT-SAP difere significativamente dos demais
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Figura 10 - Consumo de oxigénio (VO,) de pintos carijés ao 15° dia de vida, com
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Figura 11 — Equivalente ventilatorio (Vg/VO,) de pintos carijos ao 15° dia de vida,

com e sem lesdo quimica dos neurdnios 5-HT em hipercapnia.
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Figura 12 — A) Temperatura corporal de pintos carijos ao 15° dia de vida, com e
sem lesdo quimica dos neurdnios 5-HT em hipercapnia; B) Variacdo da
temperatura corporal (A) dos animais apds exposi¢do gasosa. *anti-SERT-SAP
difere dos demais tratamentos; Letras diferentes nas barras indicam diferenca
entre os tratamentos (P<0,05).
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3.3.3. Hipercapnia associada a hiperoxia

Quando os animais foram expostos a hipercapnia associada a hiperoxia,
o Vr aumentou em todos os tratamentos que foram semelhantes entre si
(P>0,05). A Fr néo foi influenciada pela condi¢cdo gasosa nem diferiu entre os
tratamentos (P>0,05). A ventilacdo aumentou em hipercapnia associada a
hiperéxia em todos os tratamentos (P<0,05) que foram semelhantes entre si
(P>0,05; Fig. 13).

O T, aumentou em hipercapnia associada a hiperoxia 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 Tror ndo diferem com a condi¢cdo gasosa e o tratamento (P>0,05; Fig. 14).

O VO, aumentou em resposta a hipercapnia associada & hiperoxia em
todos os tratamentos (P<0,05; Fig. 15). O VO, em valores absolutos foi maior
nos animais tratados com PBS e anti-SERT-SAP que nos tratados com IgG SAP
(P<0,05).

O Vg/VO, (Fig. 16), consequentemente, aumentou apés exposicdo a
hipercapnia associada a hiperéxia (P<0,05), mas néo diferiu entre os tratamentos
(P>0,05). A temperatura corporal n&do foi influenciada pela condicdo gasosa e
também nao diferiu entre os tratamentos (P>0,05; Fig. 17).
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Figura 13 — Resposta ventilatoria de pintos carijos ao 15° dia de vida, com e sem
lesdo quimica dos neurbnios 5-HT em hipercapnia associada a hiperoxia. Vr:
Volume corrente; Fr: Frequéncia respiratéria; Ve: Ventilagdo. 8anti-SERT-SAP e
PBS diferem significativamente; *PBS difere significativamente dos demais

tratamentos (P<0,05).
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Figura 14 — Padrao respiratério de pintos carijés ao 15° dia de vida, com e sem
lesdo quimica dos neurbnios 5-HT em hipercapnia associada a hiperéxia. Ti:
Tempo de inspiracédo; Te: Tempo de expiracdo; Trtor: Tempo total. Santi-SERT-

SAP e PBS diferem significativamente (P<0,05).
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Figura 15 - Consumo de oxigénio (VO,) respiratério de pintos carijos ao 15° dia
de vida, com e sem lesé@o quimica dos neurdnios 5-HT em hipercapnia associada

a hiperoxia. #PBS difere significativamente dos demais tratamentos;

+1gG-SAP

difere significativamente dos demais tratamentos (P<0,05).
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Figura 16 — Equivalente ventilatorio (Vg/VO,) respiratorio de pintos carijos ao 15°
dia de vida, com e sem les@o quimica dos neurénios 5-HT em hipercapnia (7%
CO2) associada a hiperoxia (50% O3).
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Figura 17 — A) Temperatura corporal de pintos carijos ao 15° dia de vida, com e
sem lesdo quimica dos neurbénios 5-HT em hipercapnia associada a hiperéxia;
B) Variagado da temperatura corporal (A) dos animais apds exposi¢ao gasosa.
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3.3.4. Hipoxia

Em hipdxia, ndo houve interacdo entre os tratamentos e as condi¢cdes
gasosas para os parametros ventilatorios, consumo de oxigénio e temperatura
corporal (P>0,05). Portanto, foi analisado o efeito separado do tratamento e
condigdo gasosa sobre 0s mesmos.

O Vr e Fraumentaram ap0s a exposi¢do a hipdxia independentemente
do tratamento (P<0,05; Fig. 18). Os tratamentos n&o diferiram entre si (P>0,05).
A ventilacdo dos animais aumentou em resposta a hipoxia (P<0,05). Esta, em
valores absolutos, foi menor nos animais tratados com IgG-SAP e anti-SERT-
SAP em relagéo ao PBS, mas, em valores relativos, os tratamentos nao diferem
entre si (P>0,05; Fig. 18). Ou seja, a reducado dos neurdnios 5-HT néo alterou a
resposta ventilatoria a hipoxia.

O Ti e Te reduzem em hipdxia independentemente do tratamento (P<0,05;
Fig. 19). Nao houve efeito do tratamento nos tempos de inspiragéo e expiracao
(P>0,05). Consequentemente, o Tror reduziu em hipoxia em todos os
tratamentos (P<0,05). O Tror 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 parametro
foi mensurado em percentual, o padréo respiratdrio durante a hipoxia nao diferiu
entre os tratamentos (P>0,05).

O VO, reduz em resposta a hipdxia (P<0,05; Fig. 20). Os animais PBS
apresentaram maior consumo de oxigénio, em mL/min/kg, que os demais
tratamentos (P<0,05). No entanto, a variagdo percentual da resposta foi
equivalente entre os tratamentos (P>0,05).

O equivalente ventilatorio aumenta em hipoxia (P<0,05; Fig. 21) e nao
difere entre os tratamentos (P>0,05). A temperatura corporal é reduzida pela
hipoxia em todos os tratamentos (P<0,05; Fig. 22) e estes ndo diferem entre si
(P>0,05).
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Figura 19 — Padréo respiratorio de pintos carijés ao 15° dia de vida, com e sem
lesdo quimica dos neurbnios 5-HT em hipoxia. Ti: Tempo de inspiracdo; Te:
Tempo de expiracdo; Ttor: Tempo total. Santi-SERT-SAP e PBS diferem
significativamente (P<0,05).
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Figura 21 — Equivalente ventilatorio (Vg/VO,) de pintos carijos ao 15° dia de vida,
com e sem lesdo quimica dos neurdnios 5-HT em hipdxia.
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Figura 22 - A) Temperatura corporal de pintos carijés ao 15° dia de vida, com e
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4. Discussao

4.1. Delecao de neurdnios serotoninérgicos (neurdnios 5-HT): efetividade de

lesdo quimica

Os neurbnios serotoninérgicos dos pintos carijés foram encontrados na
linha média do tronco encefalico onde se localiza a rafe, estando de acordo com
o catalogado por Okado et al. (1992). Esta distribuicdo também é equivalente em
mamiferos (Corcoran et al., 2009), mas ndo foram observadas subdivisdes da
rafe assim como em mamiferos.

O anti-SERT-SAP foi efetivo para deletar os neurbnios serotoninérgicos
de pintos indicando que o transportador de serotonina sédio dependente (SERT)
em frangos (Larsen et al., 2004) apresenta similaridade com a proteina 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 reducdo de 38% dos neurdnios
serotoninérgicos da Rafe Obscurus de ratos que receberam 100 nl de anti SERT
SAP (0,1uM), apoiando nossos resultados. As diferencas entre os valores
médios dos estudos pode ser atribuida ao sitio de inje¢cdo da imunotoxina.

No presente estudo, a lesdo dos neurbnios 5-HT foi mais intensa na
porcdo mais caudal do tronco encefalico, ou seja, no bulbo em comparacao a
ponte. Em roedores, no bulbo sdo encontrados importantes sitios de
quimiorrecepcéo 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 padrdo de difusdo da droga no tronco encefalico que

pode ter seguido o fluxo do liquor, sentido rostro-caudal.
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4.2. Efeito da lesdo central dos neurdnios serotoninérgicos na massa

corporal dos frangos

Os animais tiveram crescimento corporal adequado. A média dos animais
ao 15° dia de vida esta de acordo com o catalogado para a linhagem (Morais et
al.,, 2015). Este resultado evidencia que o0s pintos tiveram recuperacao
satisfatoria ao procedimento cirargico.

A reducdo na massa corporal dos pintos anti-SERT-SAP, em comparacao
ao lgG-SAP, pode ter sido influenciada pela reducéo na ingestao de racéo (Lam
et al., 2010). Pois antagonista farmacologico da serotonina atuando nos
receptores 5-HT1AR e 5-HT6R reduz o consumo de ragdo em mamiferos
(Moreau et al., 1992; Woolley et al., 2001; Heal et al., 2008). Nesse estudo, no
entanto, ndo foi avaliado o consumo de racdo dos animais, sendo a justificativa

citada uma inferéncia a outros estudos.

4.3. Efeito da lesdo central dos neurbnios serotoninérgicos na ventilacao,

consumo de oxigénio e temperatura corporal

4.3.1. Ar ambiente (normdxia e normocapnia)

Ao comparar as variaveis ventilatérias e metabdlica nos trés momentos
de ar ambiente, observou-se que estas nao diferiram entre si e, este padréo
ocorreu em todos os tratamentos. A consisténcia do resultado indica que os
animais estavam aclimatados a camara pletismografica e as condi¢cdes
experimentais. Também evidenciam que, 0s mesmos, estavam recuperados da
exposicao gasosa antecedente ao iniciar o protocolo seguinte.

Os valores médios obtidos para variaveis ventilatérias e consumo de
oxigénio, 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 respiracdo espontanea e ventilacdo
artificial (Piiper et al., 1970). A divergéncia entre os resultados pode decorrer
prioritariamente das diferentes genéticas que apresentaram menor taxa
metabdlica que os pintos carijos utilizados neste experimento. Para suprir a

demanda metabdlica, os animais estabeleceram o padrao ventilatério adequado.
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Além da genética, as condicdes de incubacao, criacdo e idade adotadas nestes
experimentos também podem ter inferido diretamente nas médias obtidas para
variaveis ventilatérias e metabdlica. Visto que a ventilagcdo e o consumo de
oxigénio de pintos séo influenciados, por exemplo, pela temperatura, POz e
PCO:2 na incubacéo (Ferner e Mortola, 2009; Mortola, 2011b; a; Mortola e Toro-
Velasquez, 2013; Amaral-Silva et al., 2017) e na criacdo (Wilson et al., 1975;
Kassim e Sykes, 1982).

Ao compararmos 0s parametros ventilatérios em ar ambiente nos
diferentes tratamentos, verificamos que a frequéncia respiratdria nos pintos anti-
SERT-SAP foi menor em relagdo ao PBS. A mudanca na Fr foi produto da
alteracdo no padrao respiratdrio dos animais que tiveram o nimero de neurénios
5-HT reduzido. Pois, nestes animais, o tempo de inspiracdo e o tempo total do
ciclo respiratério em ar ambiente foram maiores. A alteracdo no padrdo
respiratério dos frangos indica que os neurdnios serotoninérgicos depletados
podem atuar na sua neuromodulagdo sob centros de controle da respiragéo.
Embora os centros controladores ndo sejam conhecidos em aves, foi
demonstrado em ratos adultos, por exemplo, que a administracéo in vivo de
agonista para o receptor de serotonina 2A e 2C aumentou a Fr e est4 associado
a um aumento na expressdo de Fos em nudcleos de controle da respiracao
bulbares e pontinos tais como o NTS; superficie caudoventrolateral do bulbo, KF,
areas parabraquiais medial e lateral e LC (Cayetanot et al., 2002).

Por outro lado, a Fre o Ti ndo diferiram entre anti SERT SAP e 1gG SAP,
evidenciando que a saporina pode ser toxica para a neuroglia, promovendo
alteracdes fisioldgicas (Lin et al., 2013).

O consumo de oxigénio foi maior nos animais PBS em rela¢cdo aos demais
tratamentos. O VO, obtidos para o PBS aparenta ter sido influenciado pela
unidade amostral estudada e pelo periodo 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 ventilatorio e a temperatura corporal ndo diferiram entre
os tratamentos, sugerindo que a diferenca entre o VO, dos tratamentos possua
causas externas e antecedentes as condi¢des experimentais, como 0 programa
nutricional da matriz nos periodos quente e frio. Nos periodos quentes, a dieta

das matrizes pode ser ajustada para controle do estresse caldrico, de acordo
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com as especificagdes da linhagem, por manipulacdo no conteudo de proteina e
energia, inclusédo dos eletrolitos Na*, ClI- e K* por exemplo (Borges et al., 2003).
O manejo nutricional adotado pode inferir no valor nutricional do ovo,
desenvolvimento do embrido e, consequente, metabolismo do pintinho (Qureshi
et al., 1998; Ajuyah et al., 2003).

4.3.2. Hipercapnia

Apés a exposicdo a hipercapnia, todos o0os grupos aumentaram a
ventilagéo por aumento no volume corrente. Resultado equivalente foi obtido por
Espinha et al. (2014) ao expor pintos, machos e fémeas, de 10 dias de vida a 7%
de CO2. Ratos também aumentam o volume corrente como mecanismos
regulatério a hipercapnia (Biancardi et al., 2008; De Carvalho et al., 2014),
confirmando a semelhancga na resposta ventilatéria entre aves e mamiferos.

Os animais anti-SERT-SAP, no entanto, tiveram a resposta ventilatéria a
hipercapnia atenuada, sendo associada a reducao na frequéncia respiratéria. A
Fr no anti-SERT-SAP, por sua vez, foi influenciada pelo maior tempo inspiratorio,
expiratorio e total em comparacao aos controles. Este padrao respiratério indica
que os neurdnios 5-HT do rombencéfalo podem ser associados ao grupo bulbar,
com projecdes a musculos inspiratérios e expiratérios, que disparam mediante
estimulo hipercapnico, demonstrado em frangos por Peek et al. (1975).

O V0, n#o foi alterado em a resposta a hipercapnia e foi equivalente entre
os tratamentos. Este resultado concorda com os obtidos em estudos com pintos
onde o consumo de oxigénio nado foi influenciado pela hipercapnia (Mortola,
2010; Espinha et al., 2014).

O Vg/V0, aumentou em hipercapnia, mas nao diferiu entre os tratamentos.
Os animais PBS, este resultado pode ter sido influenciado pelo maior VO, que
reduziu o equivalente ventilatorio desses animais. Nos animais IgG-SAP, por sua
vez, o Vi foi intermediario aos demais tratamentos e o seu quociente com o VO,
ndo foi suficiente para ilustrar a atenuagéo ventilatéria dos animais anti-SERT-
SAP cujo Vg/VO, apresentou grande variabilidade individual. Este resultado pode
estar associado aos diferentes percentuais de lesédo nos animais nas diferentes

partes do tronco encefalico.
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A temperatura corporal decaiu em todos os tratamentos aplés a
hipercapnia, sendo mais intensa nos anti-SERT-SAP. Este resultado indica que
0S heurdnios serotoninérgicos lesados atuaram sobre a regulacdo da
temperatura corporal nos frangos (Macleod et al., 1992). Assim o papel da
serotonina parece estar associado ao aumento da temperatura corporal frente
aos estimulos que a depreciam (Scott e Tienhoven, 1974). A redug¢do no
contetdo de serotonina no espaco sinaptico também culmina na reducdo da
temperatura corporal de ratos (Shortall et al., 2016). A Tc dos pintos anti-SERT-
SAP, também pode ter contribuido com a variabilidade no equivalente

ventilatério por inferir sobre o consumo de oxigénio.

4.3.3. Hipercapnia associada a hiperdxia

Quando os animais foram expostos a hipercapnia associada a hiperoxia,
a ventilagdo aumentou em todos os tratamentos. Embrides de frangos, durante
a bicagem externa, e pintinhos aumentam a ventilacdo ap0s a exposicdo de
hipercapnia associada a hiperéxia 60% (Mortola, 2004; 2011a).

Ao comparar os valores ventilatérios médios ao protocolo anterior, onde
os animais foram expostos a hipercapnia com os quimiorreceptores periféricos
ativos (21% O3), os animais PBS reduziram significativamente a ventilagdo no
PBS em 17%, enquanto nos demais tratamentos a diferenca nao foi significativa
(P>0,05). Sugerindo que a hiperoxia foi efetiva para reduzir a
quimiossensibilidade periférica dos pintos intactos, assim como no embrido e
pintinhos (Mortola, 2004; 2011a). A toxina saporina, por sua vez, pode ter
interferido nas respostas fisioldgicas a hiperdxia dos animais tratados pelo 1gG-
SAP e pelo anti-SERT-SAP, uma vez apresente seletividade tdxica a neuroglia
no Nucleo do Trato Solitario (NTS), assim como em ratos (Lin et al., 2013). No
entanto, mais estudos sdo requeridos para certificar esta suposi¢ao.

De acordo com estes resultados, maior parte da quimiorrecepg¢éo ao CO2
nos pintos foi central, concordando com os achados em patos por Milsom et al.
(1981).

Ao compararmos o Vg dos diferentes tratamentos decorrente da hiperoxia,
observamos que, apos o silenciamento dos quimiorreceptores periféricos, a

resposta ventilatoria a hipercapnia néo foi identificada assim como observada no
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protocolo anterior. Sendo essa resposta comprovada pela semelhanca
encontrada entre os tratamentos para o padréo respiratério. Estes resultados
indicam que o papel nos neurdnios 5-HT no controle da respiragao dos frangos
a hipercapnia pode ser dependente da ativacdo da quimiorrecepcao periférica
via 0 NTS.

Em mamiferos, por exemplo, o complexo pFRG/RTN atuam sobre a
expiracao ativa (Janczewski e Feldman, 2006; Pagliardini et al., 2011; Feldman
et al., 2013). Estudos indicam que a atividade dos quimiorreceptores carotideos
interage e modula a sensibilidade dos quimiorreceptores centrais ao CO:2
(Forster e Smith, 2010; Smith et al., 2010). Como demonstrado por Stornetta et
al. (2006) onde Phox2b é expressado por uma cadeia initerrupta de neurdnios
envolvidos na integracdo da quimiorrecepcao periférica e central. Sendo esta
rede composta pelo corpo carotideo, quimiorreceptores aferentes, projecées do
NTS para a superficie ventro lateral do bulbo (VLM) e complexo pFRG/RTN.

Neste contexto, indica-se que, ao ser eliminada a participacdo periférica,
o NTS nédo recebeu aferéncias vagais, impossibilitando que os neurdnios
serotoninérgicos fossem ativados a hipercapnia. Sustentando esta hipoétese,
estudo realizado em cabras demonstrou que apos a desnervacdo vagal houve
reducdo de neurbnios expressando triptofano hidroxilase na rafe e da proteina
SERT em 5 nucleos respiratérios bulbares, incluindo o NTS, sugerindo que o
impulso excitatorio para a rafe também é reduzida (Miller et al., 2013).

Em paralelo, vias alternativas podem ter compensado a auséncia da
modulagdo dos neurdnios 5-HT. Assim, de acordo com os resultados os
neurdnios 5-HT no rombencéfalo dos pintos podem possuir agao excitatéria em
resposta a hipercapnia.

Ao silenciar a participacdo periférica na quimiorrecepcdo ao CO2, o VO,
aumentou em todos os tratamentos e pode ter sido influenciado pelo maior Vr
obtido em resposta a hipercapnia. A similaridade entre os tratamentos para a
ventilacdo e consumo de oxigénio resultou em Vi/VO, semelhante entre os
mesmos. A temperatura corporal, por sua vez, ndo diminuiu em resposta a
hipercapnia associada a hiperoxia e nao diferiu entre os tratamentos, isso pode

ser devido ao aumento no consumo de oxigénio.
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4.3.4. Hipoxia

Em resposta a hipdxia, os animais aumentaram a ventilacdo por
incremento no volume corrente e na frequéncia respiratoria. Estes foram
modulados pela reducédo nos tempos inspiratorios, expiratorios e, consequente,
total. Pintos e patos de um dia também apresentaram aumento no volume
corrente e frequéncia respiratdria em resposta a hipoxia (Mortola e Toro-
Velasquez, 2014).

A ventilagcdo em valores absolutos foi maior nos animais tratados com PBS
visto que estes apresentaram menor Ttor que 0s demais tratamentos e este
resultado pode ser atribuido ao maior consumo de oxigénio apresentado por
esses animais em condicdo basal. No entanto, quando o0s parametros
ventilatorios em hipoxia foram avaliados em percentual do basal, ndo houve
diferenca entre os tratamentos. Logo, a resposta ventilatoria dos pintos a hipdxia
foi semelhante entre os tratamentos. Esta aumentou em aproximadamente 50%
em relacdo ao ar ambiente, concordando com os resultados obtidos por (Bavis
e Simons, 2008) para codornas expostas a 11% de Oa.

De ante da baixa PO2, os pintos reduziram o VO,, aumentando o Vg/VO, e
reduzindo a Tc em todos os tratamentos como mecanismo de sobrevivéncia.

Foi observado aumento da frequéncia respiratoria e reducédo do volume
corrente nos primeiros 15 minutos de exposi¢cdo, postulando-se que a
hiperventilacdo de frangos, no inicio da hipdéxia, pode ser restrita ao espaco
morto respiratério 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 neurbnios serotoninérgicos
nao participam da resposta ventilatoria a hipéxia. Concordando com (Da Silva et
al., 2013) ao exporem ratos, cujo conteudo de neurdnios 5-HT na rafe obscurus

foi reduzido, a hipéxia de 10%.
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5. Conclusdes

Os neurbnios serotoninérgicos participam da resposta ventilatéria a
hipercapnia em frangos, sendo dependente das aferéncias dos
quimiorreceptores periféricos. Mas nao participam da resposta ventilatoria a

hipoxia.
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CAPITULO 3 - Efeito da inibicdo da sintese de serotonina no controle

respiratorio de frangos carijo

Resumo: Ajustes respiratérios a mudancas na PaO2 e PaCO:2 séo reguladas por
sitios no sistema nervoso central (SNC) que séo ativados por quimiorreceptores
periféricos e centrais. A quimiorrecepgdo central é a principal via para resposta
ventilatéria a aumentos na PCO2 em aves, porém ndo foram identificados os
sitios e tipos de neurénios envolvidos. Em mamiferos, por sua vez, a rafe € uma
regido que possui importantes neurdnios quimiossensiveis como 0sS neurdnios
serotoninérgicos. Objetivou-se avaliar o papel da deplecéo de serotonina (5-HT)
na resposta ventilatoria de frangos a hipercapnia e hipéxia. Para isto utilizou-se
a p-clorofenilalanina (PCPA, 100mg/kg) contrastada com grupos controle,
solucéo veiculo (salina 0,9% e HCI 1N) ou salina 0,9%, aplicados i.p., ao 11° dia
de vida, por quatro dias consecutivos. Foram mensurados ventilagdo (Vg),
padr&o respiratorio, consumo de oxigénio (VO,) e temperatura corporal (Tc). O
PCPA reduziu a taxa de utilizacdo da 5-HT na rafe bulbar das aves (P<0,05),
embora ndo tenha sido observada reducdo no conteldo de serotonina e seu
metabdlito nessa regido (P>0,05). Em ar ambiente, a frequéncia respiratoria (Fr)
foi reduzida pelo PCPA (P<0,05). Em resposta a hipercapnia, a Fr foi maior nos
animais PCPA, sendo seguida pelo veiculo e salina (P<0,05). A Vg também foi
maior nos animais PCPA em comparacdo com o PBS (P<0,05), mas néo diferiu
do controle veiculo (P>0,05). O padréo respiratério a hipercapnia também diferiu
entre 0 PCPA e PBS apenas, sendo o tempo total menor nos animais PCPA
(P<0,05). O VO, e a Tc n&o diferiram entre os tratamentos apos a hipercapnia
(P>0,05). Com a hipoxia, os animais hiperventilaram e reduziram o VO, e a Tc
(P<0,05), mas nédo houve efeito significativo do tratamento (P>0,05). De acordo
com os resultados obtidos, conclui-se que a serotonina apresenta um papel
tbnico excitatorio no controle da frequéncia respiratoria de frangos. Ndo sendo
possivel precisar a sua participagdo na resposta ventilatoria a hipercapnia. A
serotonina ndo participa da resposta ventilatoria a hipoxia.

Palavras-chave: aves, hipercapnia, hipoxia, p-clorofenilalanina,

quimiorrecepgéo central, serotonina, ventilagdo pulmonar
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1. Introducéo

O sistema respiratorio é responsavel pela captacao de Oz e eliminacéo de
CO2, mantendo a PO2 e PCO2 em niveis adequados aos processos fisioldgicos.
Para isto, sensores (quimiorreceptores) detectam alteracdes na PaO2, PaCO: e
pH e esta informacéo é conduzida para regifes de controle no encéfalo, os quais
coordenam as informacgdes e enviam impulsos para os efetores envolvidos na
ventilacdo (Powell, 2015). A quimiorrecepcdo em vertebrados ocorre por vias
periféricas e centrais (O'regan e Majcherczyk, 1982; Milsom, 2002).

Os quimiorreceptores periféricos respondem as reducées na POz e pH e
aos aumentos na PCO: arterial, liberando neurotransmissores em taxas
correlacionadas ao estimulo. Sao células gldbmus que em mamiferos, aves e
alguns répteis, estdo contidas no corpusculo carotideo (O'regan e Majcherczyk,
1982; Hempleman e Warburton, 2013; Reichert et al., 2015; Reyes et al., 2015).
Em aves, estes 6rgaos bilaterais sdo encontrados dentro da cavidade toracica
ao lado da artéria cardtida comum, cranial da origem da artéria subclavia e
adjacente a tiredide, paratireoides e glandulas ultimobranquiais (Yamatsu e
Kameda, 1995; Kameda, 2002). As células glomus aviarias também sédo
encontradas nas paredes da carétida comum e seus ramos, sendo identificados
por métodos anatdbmicos e fisiolégicos e exibem imunoreatividade intensa para
a serotonina, tirosina hidroxilase e cromogranina A (Kameda, 2002).

Os quimiorreceptores centrais sdo 0s mais importantes no controle da
resposta ventilatéria de aves a elevada PCO2, mas ndo se sabe quais neurbnios
estdo envolvidos nem sua localizagao.

Em mamiferos, o0s quimiorreceptores centrais estdo amplamente
distribuidos 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
semelhancas entre mamiferos e outras classes de vertebrados na
quimiorrecepgao central.

Os principais sitios centrais de quimiorrecep¢cdo em mamiferos sao o
ndcleo do trato solitario (NTS), o locus coeruleus (LC), o nucleo retrotrapezéide
(RTN), regides especificas do hipotalamo e a rafe (Coates et al., 1993; Nattie e
Li, 2009; Da Silva et al.,, 2012; Nattie e Li, 2012). Dentre os sitios de
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quimiorrecepcéao central, a rafe dispde-se na linha média do tronco encefalico,
do mesencéfalo ao bulbo e possui grande variedade de neurbnios
quimiossensiveis com predominancia dos serotoninérgicos que se projetam aos
diversos sitios reguladores da respiracdo (Millhorn et al., 1988; Calizo et al.,
2011; Iceman et al., 2014).

Os neurdnios serotoninérgicos (neurdnios 5-HT) apresentam papel crucial
na resposta ventilatoria de roedores ao CO:z (Corcoran et al., 2009). Estudos
mostraram que, apos injecdo da imunotoxina anti-SERT-SAP, que provocou
delecdo especifica dos neurdnios serotoninérgicos nos nucleos da rafe, a
ventilacdo 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 atribuida a
reducdo no contetdo de substancia P e glutamato oriundos de neurdnios que
apresentam cotransmissao (Arvidsson et al., 1994; Azmitia, 1999; Yokota et al.,
2015).

Neste contexto, a utlizagdo da p-clorofenilalanina (PCPA) tem
representado uma alternativa metodoldgica para verificar o papel na serotonina
no controle respiratério dos animais. Pois, essa droga promove inibicdo
irreversivel da enzima triptofano hidroxilase, bloqueando a biossintese de
serotonina. A administracéo oral de 100mg/kg de PCPA apresentou reducdo no
conteudo 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 ventilagdo maior que 0s animais controle, tratados com
salina, em ar ambiente e apds hipercapnia (Annerbrink et al., 2003). Assim como
em ratos, ovinos tratados com PCPA (100 mg/kg i.v.) também apresentaram
ventilacdo maior que os tratados com salina em condicbes ambientais normais
(Mitchell et al., 1983). As diferencas entre os resultados obtidos pelas diferentes
abordagens metodologicas evidenciam a complexa atuacdo da serotonina na
regulacao respiratéria. Esta pode influenciar a ventilacdo regulando o sistema
nervoso central e periférico, via quimiorreceptores do corpo carotideo e pode
exercer efeitos inibitdrios ou excitatorios na ventilacado (Bisgard et al., 1979; E.
B. Olson et al., 1979; Corcoran et al., 2009).

Em pintos, a administracdo de 100 mg/kg de PCPA via intraperitoneal
reduziu o contetdo de 5-HIAA:5-HT no encéfalo, mas néo foram estudados os

efeitos da PCPA no controle respiratério dos mesmos (Buchanan et al., 1994),
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sendo desconhecido o papel da serotonina no controle da respiracdo de aves. A
densa distribuicdo de somatas e fibras 5-HT sob a rafe de frangos, no entanto,
sugere que este neurotransmissor possui uma importancia consideravel nos
diversos processos (Yamada et al., 1984; Yamada e Sano, 1985). Além disso,
estes animais respondem a hipercapnia e hipoxia aumentando a ventilacao
(Mortola, 2010; Espinha et al., 2014), sendo fundamental descobrirmos as vias
de resposta.

Diante do exposto, objetivou-se avaliar o papel da deplecéo de serotonina

na resposta ventilatéria de frangos a hipercapnia e hipoxia.

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 Carijo (Gallus
gallus domesticus, Global Breeders®), machos e fémeas 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 maximo de cinco dias
de acordo com o guia de manejo de incubacdo da linhagem (Cobb-Vantress,
2008). O ovos apresentaram 60 + 3g e foram armazenados em camara climatica
a 16°C, paralisando o desenvolvimento embrionério. No dia da incubacao, os
ovos foram mantidos em sala climatizada a 27 = 1°C por 4 horas reduzindo o
choque térmico no momento da transferéncia para incubadora. A incubadora
(Premium ecoldgica) foi previamente programada para a temperatura em 37,5°C,
umidade relativa em 55%, viragem a cada hora e circulagéo do ar uniforme. No

18° dia de incubacéo, os ovos foram retirados da incubadora, posto em sacos de
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tule para ndo perder a identificacdo do pinto e transferidos para o nascedouro
(Premium Ecoldgica), 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 cicatrizacdo do umbigo e o peso dos mesmos.

No primeiro dia, os pintinhos foram identificados e alojados em caixas
criatérias com controle da temperatura ambiente e foto periodo. 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 funcdo da idade do animal
(Cassuce et al., 2013; Candido et al., 2016). O monitoramento das caixas foi
realizado com o auxilio de termohigrémetro digital todos os dias. Foi adotado o
ciclo claro:escuro de 14:10 horas (luz acesa as 6h e apagada as 20h) que foi
controlado por timer temporizador. Agua e ragdo inicial foram fornecidas ad
libitum. A racdo comercial foi formulada para atender as exigéncias dos animais
utilizando como macro ingredientes milho integral moido, 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 administracdo da droga

Diariamente, a cada injecdo, a droga para-Clorophenilalanina (PCPA;
Sigma Aldrich®) foi dissolvida a fresco, em solucdo veiculo composta por
solucéo salina 0,9% e HCI 1N (de acordo com especificacdo do fabricante)
possuindo a concentragao final de 100 mg/mL e pH 1,5. Esta foi a concentracao
minima para dissolucdo da droga. O PCPA foi dissolvido com o auxilio de um
banho ultra sénico que foi programado em trés minutos, uma hora antecedente
a aplicacdo no animal no maximo para evitar oxidacdo. Foram adotados trés
grupos experimentais, sendo o PCPA e dois controles, cujos animais receberam
a solucéo veiculo (salina 0,9% e HCI 1N) ou salina 0,9%. A droga ou controles
foram aplicados nos animais ao 11° 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
a baixa mortalidade. Os protocolos experimentais foram realizados no dia

subsequente a ultima aplicacédo da droga, entre 20 e 28h apés.
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2.3. Parametros mensurados

Assim como no experimento apresentado anteriormente, 0os parametros
fisiolégicos mensurados foram ventilacdo pulmonar, consumo de oxigénio e

temperatura corporal, seguindo o mesmo padrdao metodoldgico.

2.3.1. Medida da ventilagido pulmonar (Vg)

As medidas de V; em frangos foram obtidas por método barométrico,
pletismografia de corpo inteiro, em um sistema fechado (Drorbaugh e Fenn,
1955), utilizando uma cémara cilindrica de 5L saturada por uma lamina d’agua
na qual o animal ndo teve contato. Durante a realizacdo de cada medida de
ventilacdo, o fluxo de ar foi interrompido e a camara do animal permaneceu
totalmente vedada por aproximadamente 2 minutos e as oscilagbes de presséao,
oriundas da diferenca, na temperatura e umidade, entre o ar inspirado e expirado
pelo animal, foram captadas por um transdutor de pressao diferencial e os sinais
foram amplificados (ML141 espirometro, PowerLab, ADInstruments). O sinal foi
enviado para o sistema de aquisicdo e andlise dos dados (PowerlLab,
ADInstruments). O volume de ar foi calibrado em cada experimento, injetando-
se 2 mL de ar na camara do animal com o uso de uma seringa graduada.

Foram feitas contagens dos picos de ventilacdo para frequéncia
respiratéria (Fr). O volume corrente (Vr) foi calculado através da formula de
Drorbaugh e Fenn (1955), adaptada por Bartlett e Tenney (1970), abaixo:

o Py Te(Pg — Py)
T e TPy — Py) — Ta(Ps — Pp)

Pr: deflexdo de presséo associada com cada volume de ar corrente; Vk: volume
de ar injetado na camara do animal para calibracédo; Pk: deflexdo de presséo
associada com cada volume de ar injetado para calibragdo, Tc: temperatura
corporal (em Kelvin); Ps: pressao barométrica; Pa: pressao de vapor d’agua a
temperatura da cadmara; Ta: temperatura do ar dentro da camara; Pc: presséo de
vapor d’agua a temperatura corporal.

O volume corrente foi calculado na condicdo de pressado baromeétrica

ambiente, a temperatura corporal, e saturado com vapor de agua (BTPS). A
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ventilacdo pulmonar foi calculada pelo produto de Frx V1. O padrao respiratorio,
posteriormente, correspondeu a duragdo total do ciclo respiratorio, tempo de
inspiracdo e tempo de expiracdo mensurados em analise pelo software
LabChart7. O tempo de inspiracdo correspondeu ao tempo médio entre o vale e
a pico do sinal ventilatério e o tempo de expiracdo foi calculado a partir da
diferenca entre a duragao total do ciclo e o tempo de inspiragéo, sendo dado em

segundos.
2.3.2. Medida do consumo de oxigénio (VO,)

Medidas do V0, foram realizadas utilizando o sistema respirometria de
fluxo aberto por “Push-mode”. O oxigénio da entrada e saida de ar na caixa foi
analisado com analisador de gases (ML206, AdIinstruments, NSW, Australia).
Apés estabilizacado do registro, a concentracdo de Oz na saida da camara foi
mensurada por um minuto, sendo seguido pela medida de Oz na entrada,
durante o registro de ventilacdo, para posterior determinacdo do consumo de
oxigénio. O V0, foi calculado pela férmula (Frappell et al., 1992):

f(0z, = 03)
1-0,,

VOZ =
Onde; f € o fluxo de ar na entrada da cAmara, Oze é a concentragdo de oxigénio
na entrada e O2s a concentragdo oxigénio na saida. O V0, foi corrigido pela
massa do animal, sendo dado em mL/min.kg e para condicbes padrao de
temperatura, pressdo atmosférica e ar seco (STPD). A partir do V; e V0, foi

calculado o equivalente ventilatorio (V;/V 0,).
2.3.3. Medida da temperatura corporal

A temperatura corporal (Tc) foi medida por meio de um termémetro digital
(HH12B-Omega) cujo sensor foi introduzido no reto a 3 cm de profundidade pela
cloaca do animal no inicio e no final de cada protocolo, obtendo a temperatura

corporal em condi¢gfes basal e apos a condi¢cdo gasosa.
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2.4. Protocolos experimentais

Foram adotados dois protocolos experimentais para avaliar o papel da
deplecdo de serotonina na resposta ventilatoria de frangos carijé a hipercapnia

e a hipoxia.

P1) Papel da serotonina na resposta ventilatoria a hipercapnia de frangos carijé

Ao 15° dia de idade, os animais foram colocados na camara
pletismografica cilindrica de 5L e, inicialmente, ventilada com ar ambiente,
normoéxia e normocapnia (21% O3z), com o auxilio de uma bomba de ar para
aquario (Big Air, Super pump A420) que empurrou o ar para dentro da camara
usando o fluxo de 2000 mL/min.

Os animais foram habituados as condi¢des experimentais por 30 minutos.
Em seguida, foi iniciado o protocolo experimental com a concentracdo
atmosférica do O2 e CO2, sendo registrados os parametros fisiologicos
normoxicos e normocapnicos. As medidas da ventilagdo pulmonar (Vz) e
consumo de oxigénio (V0,) foram realizadas ap6s 30 minutos.

Em seguida, os animais foram submetidos a hipercapnia (7% de COg,
21% de O2 e N2 balanco), por 30 minutos utilizando um misturador de gases
programado para empurrar 0 ar para a camara no mesmo fluxo que a bomba de
aqguario. Ao final da exposicdo a hipercapnia, as variaveis ventilatérias,
metabdlica e temperatura corporal foram mensuradas.

ApGs a hipercapnia, o animal voltou a respirar ar ambiente por uma hora
e as variaveis mensuradas novamente, verificando o retorno aos valores basais,

para serem submetidos ao protocolo seguinte.
P2) Papel da serotonina na resposta ventilatoria a hipoxia de frangos carijo
Apés uma hora da exposi¢ao a hipercapnia, com os parametros basais

mensurados, 0os animais foram submetidos a hipoxia com mistura gasosa

contendo 10% O:2 e equilibrada com N2 (misturador de gases), sendo mantido o
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periodo de 30 minutos para mensuracdo da Vg, VO, e temperatura corporal. Em

seguida, o animal foi exposto ao ar ambiente (1 hora) para posterior eutansia.

2.5. Efetividade da deplecéo de serotonina

No final do experimento 2, foi feita a eutanasia dos animais mediante
decapitacdo em guilhotina, sem aplicacdo de anestésico, para remoc¢do do
encéfalo a fresco. O encéfalo removido foi imediatamente congelado em
isopentano, embalado em papel aluminio, devidamente identificado e
armazenado em freezer a -80 °C.

Posteriormente, os encéfalos foram transportados para o Laboratério de
Neuropsicofarmacologia - PANT da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Araraquara (FCFar/UNESP), em gelo seco, onde foram processados em
criostato a -30°C para coleta do material a ser analisados com o auxilio de
agulhas de punch com 1mm de raio, sendo coletada amostras do bulbo (linha
média) e na superficie ventrolateral, na linha média do mesencéfalo e do
hipotalamo, de acordo com o atlas de Kuenzel e Masson (1988), para dosagem
da serotonina (5-HT) e do seu metabdlito &cido 5-hidroxiindolacético (SHIAA).

As amostras foram coletadas e acondicionadas em tubos eppendorf,
previamente pesados e acondicionados em freezer a -80 °C por uma semana,
qgquando entdo o material foi analisado por cromatografia de alta eficiéncia
acoplada a detector eletroquimico (HPLC-ED). O material foi pesado e
homogeneizado com acido perclérico 0,1M em ultrassom e centrifugado a 13000
rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi injetado no HPLC (40pl)
previamente estabilizado com a fase movel por 12h. A fase movel foi composta
por acido citrico 50mM, KCI 2mM, acido heptasulfénico 1,2mM, acido etileno-
diamino-tetra-acético (EDTA) e agua Milli Q com pH 3,2. Para uso da fase movel,
foi adotada a proporcao do tampéao 88,03%, metanol 9,96%, acetonitrila 2,11%,
homogeneizados no ultrassom com vacuo por 5 minutos e filtrados em
membrana 0,45um.

Para calibrar a curva, foi adicionado 20ul das solu¢gbes padrdo 5-HT e
5HIAA (2500ug/mL), previamente preparada e conservada a -80 °C, e aferido
para 1mL com &cido perclorico. A separacao foi realizada em coluna de fase
reversa C18 (Shim-pack VP-ODS, 5um, 250 X 4,6 mm; Shimadzu), precedida de
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pré-coluna C18 (Shim-pack VP-ODS, 5 um, 10 X 4,6 mm; Shimadzu). O fluxo da
bomba do HPLC foi 1 mL/min.

Os dados cromatograficos foram processados pelo software Empower,
onde as monoaminas foram identificadas de acordo com seu tempo de eluicdo
e quantificadas de acordo com a area do pico, pelo método do padrao interno

(DHBA, como padréo interno).

2.6. Analise estatistica

Foi avaliado o efeito do sexo nos diferentes tratamentos para dosagem
de serotonina e para as variaveis estudadas em ar ambiente. Estes dados foram
submetidas a analise de variancia - ANOVA two-way para medidas repetidas,
onde o sexo e o tratamento foram os fatores. Nao havendo interacao entre os
fatores e diferenca entre os sexos, 0os dados foram agrupados por tratamento.

Uma vez agrupados, os dados das variaveis respiratorias, VO, e Tc
foram avaliados por ANOVA two-way, sendo os trés tratamentos e as duas
condicBes gasosa os fatores em cada protocolo. Holm-Sidak foi o pds-teste. As
médias do massa corporal e quantificacdo da imunoistoquimica foram
comparadas pelo teste t Student. Valores de P<0,05 foram considerados
significativos. As analises foram realizadas pelo software SigmaPlot e SigmaStat
3.1.

3. Resultados

3.1. Dosagem de serotonina (5-HT) e do acido 5-hidroxiindolacético (5-

HIAA): Efetividade da deplecao de serotonina

Ao comparar o conteudo de setotonina (5-HT), acido 5-hidroxiindolacético
(5-HIAA) e a razdo 5-HIAA:5-HT das diferentes regifes encefélicas dos pintos
entre 0s tratamentos, observou-se diferenca significativa entre 0s mesmos
(P<0,05; Fig. 1).

O conteudo de serotonina na linha média do bulbo e do mesencéfalo,
regides com equivaléncia a rafe, foi maior nos animais tratados pelo PCPA

(P<0,05). Nao houve diferenca entre os tratamentos para a quantidade de 5-HT
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da coluna respiratéria da superficie ventro-lateral do bulbo (P>0,05). No
hipotalamo, no entanto, os animais tratados pelo PCPA apresentaram reducdo
na 5-HT em comparacéo ao veiculo (P<0,05).

O 5-HIAA na coluna respiratdria foi menor nos pintos PCPA que nos
animais salina (P<0,05), mas foi semelhante ao veiculo (P>0,05). J&, no
mesencéfalo, o 5-HIAA foi maior no PCPA e na salina em comparacgéo ao veiculo
(P<0,05). Nao houve diferenca significativa entre os tratamentos para o
metabdlito da serotonina no bulbo nem no hipotalamo (P>0,05).

Ja a razdo 5-HIAA:5-HT, taxa de utilizacdo da serotonina, no bulbo e na
coluna respiratéria (CR), foi menor no PCPA em comparacgédo ao PBS (P<0,05),
mas foi semelhante ao veiculo (P>0,05). Ndo houve diferenca entre os

tratamentos no 5-HIAA:5-HT do mesencéfalo e hipotdlamo (P>0,05).
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Figura 1 — Serotonina (5-HT), acido hidroxiindolacético (5-HIAA) e 5-HIAA:5-HT
contidos na linha média do bulbo, grupos de controle respiratorio (*:GR) da
superficie ventrolateral do bulbo, linha média do mesencéfalo e no hipotdlamo
de pintos ao 15° dia de vida, tratados com PCPA ou n&o. Letras diferentes,
tratamentos diferem entre si para o parametro avaliado (P<0,05)
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3.2. Efeito da deplecéo de serotonina na massa corporal dos frangos

Ao comparar as médias para massa corporal nos diferentes tratamentos,
demonstrado na Figura 2, observou-se que 0s pintos tratados com PCPA foram
mais leves que os animais tratados com salina (P<0,05). Animais tratados com
solucdo veiculo (Salina 0,9% e HCI 1N), no entanto, apresentaram massa

corporal semelhante aos demais tratamentos (P>0,05).
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Figura 2 — Massa corporal médio de pintos ao 15° dia de vida, com serotonina
depletada pelo PCPA ou né&o. *Letras diferentes, tratamentos diferem
significativamente entre si (P<0,05).

3.3. Efeito da deplecéo de serotonina na ventilacdo, consumo de oxigénio e

temperatura corporal

3.3.1. Ar ambiente (normoOxia e normocapnia)

Os parametros ventilatérios e metabdlicos dos pintos carijés controles
(salina e veiculo) e PCPA em ar ambiente foram medidos nos protocolos de
hipercapnia e hipdxia. Os parametros nao diferiram entre os dois protocolos
adotados em todos os tratamentos (P>0,05; Fig. 3 e 4). Também ndo houve
diferenca entre machos e fémeas para as variaveis mensuradas (P>0,05).
Sendo, por tanto, consideradas as médias entre 0S mesmos como respostas

fisiologica basal para comparagéo ap0ds os estimulos gasosos subsequentes.
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Os valores médios para as variaveis ventilatérias, compostas pelo volume
corrente (V7), frequéncia respiratéria (Fr) e ventilagédo (Vg), bem como para o
padrdo respiratério, determinado pelo tempo de inspiracdo (Ti), tempo de
expiracdo (Te) e tempo total (Ttor) e equivalente ventilatorio (Vg/V0O,)em ar

ambiente estdo apresentados na Tabela 1.
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Figura 3 — A) Resposta ventilatoria e B) padréao respiratério de pintos carijos ao
15° dia de vida, com e sem deple¢édo de serotonina em ar ambiente nos dois
protocolos experimentais. V1: Volume corrente; Fr: Frequéncia respiratoria; Ve:
Ventilagdo; Ti: Tempo de inspiragéo; Te: Tempo de expiracao; Tror: Tempo total.
¥anti-SERT-SAP difere dos demais tratamentos; *PBS difere significativamente
dos demais tratamentos; Santi-SERT-SAP e PBS diferem significativamente
(P<0,05).
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Figura 4 — A) Consumo de oxigénio (VO,); B) equivalente ventilatorio (Vg/V0,) de
pintos carijos ao 15° dia de vida, com e sem deplecdo de serotonina em ar
ambiente nos trés protocolos experimentais. #PBS difere significativamente dos
demais tratamentos (P<0,05).

Tabela 1 — Parametros ventilatorios e metabdlicos, em ar ambiente, de pintos
carijos, ao 15° dia de vida, com serotonina depletada ou néo

Parametros Salina Veiculo PCPA
n=19 n=20 n=28

V=t (mlkg?) 25,87 + 1,17 22,00 + 1,00 25,59 + 0,85
Fr? (Resp.min?) 59,40 + 2,14 a 60,13 + 1,84 a 50,12 + 1,55 b
Ve? (mL.kg™.min?) 1522,08 £ 69,36 a  1271,23+59,52b 124972+ 50,15 b
T (s) 0,48+0,02b 0,49+0,02b 0,57+0,01a
Te® (s) 0,62+0,03b 0,61+0,03b 0,78 +0,02a
Trot® (S) 1,10+ 0,05b 1,09+0,04 b 1,34+ 0,04 a
VO, (mL.kg?) 56,51 + 1,64 a 47,25+ 1,40 b 46,05+ 1,19 b
Ve/VO,’ 27,08 + 1,48 27,99 + 1,27 27,87 £ 1,08
TE(°C) 41,44 + 0,12 41,57 +£0,12 41,51 £ 0,10

1 V. Volume corrente; 2Fr: Frequéncia respiratoria; *Vg: Ventilago; *T: Tempo de inspiraco; 5Te: Tempo de expiracéo;
®Tror: Tempo total; "Vi/VO,: Equivalente ventilatério; 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 Vr e Vz em ar
ambiente ndo diferiram entre os tratamentos (P>0,05). O padrao respiratorio dos
pintos foi influenciado pelo tratamento. O tempo de expiracéo e tempo total foram
maiores dos pintos PCPA (P<0,05; Fig.3B). Houve diferenca para o consumo de

oxigénio (V0,), que foi maior nos animais salina (P<0,05; Tabela 1). O
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equivalente ventilatério e temperatura corporal em ar ambiente n&o diferiu entre

os tratamentos (Fig. 12, P>0,05).

3.3.2. Hipercapnia

Houve diferenca entre os tratamentos para as varidveis respiratorias
mensuradas. O volume corrente (V1) de pintos carijés, em valores absolutos,
aumentou na exposicdo a hipercapnia, sendo maior nos animais salina em
comparacao ao veiculo e ao PCPA (P<0,05). Pintos veiculo e PCPA nao
diferiram entre si (P>0,05). A variacao relativa no VT em resposta a hipercapnia
ndo diferiu entre os tratamentos (P>0,05). A frequéncia respiratéria (FR) em
hipercapnia diferiu entre os tratamentos (P<0,05). Em valores absolutos, a Fr foi
maior nos animais PCPA e veiculo em relacdo aos pintos salina (P<0,05) e, em
valores relativos, foi maior no PCPA, seguido pelo veiculo e salina (P<0,05).
Houve interacdo entre os tratamentos e as condi¢cées gasosas para a ventilagao
(P<0,05). O Vg aumenta em hipercapnia, sendo maior no tratamento PCPA em
comparacao a salina (P<0,05; Fig. 5). Vg nos pintos veiculo em hipercapnia nédo
diferiu dos demais tratamentos (P>0,05).

Para o padrdo respiratério, apresentado na Figura 6, os tempos de
inspiragéo (Ti), expiragéo (Te) e total (Tror) foram influenciados pela interagéo
entre os tratamentos e as condi¢des gasosa (P<0,05). Em hipercapnia, Ti, Te e
Tror foram maiores nos pintos salina em comparacdo aos animais PCPA e
veiculo (P<0,05). O padrédo respiratério dos animais PCPA e veiculo nao
diferiram significativamente (P>0,05).

O consumo de oxigénio (VO,; Fig. 7), ndo foi alterado pela hipercapnia e
nao diferiu entre os tratamentos (P>0,05). O equivalente ventilatério aumentou
em resposta a hipercapnia em todos os tratamentos de modo semelhante
(P>0,05; Fig 8). A temperatura corporal (Tc; Fig.9) diminuiu em resposta a

hipercapnia e nao diferiu entre os tratamentos (P>0,05).
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Figura 5 — Resposta ventilatéria de pintos carijos ao 15° dia de vida, com e sem
deplecdo de serotonina a hipercapnia. V1: Volume corrente; Fr: Frequéncia
respiratoria; Vg: Ventilacdo. ¥anti-SERT-SAP difere significativamente dos
demais tratamentos; *PBS difere significativamente dos demais tratamentos;
Santi-SERT-SAP e PBS diferem significativamente; *Tratamentos diferem
significativamente entre si (P<0,05).
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Figura 6 — Padrao respiratério de pintos carijés ao 15° dia de vida, com e sem
deplecado de serotonina em hipercapnia. Ti: Tempo de inspiracédo; Te: Tempo de
expiracdo; Ttor: 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 oxigénio (VO,) de pintos carijos ao 15° dia de vida, com
e sem deplecdo de serotonina em hipercapnia. PBS difere significativamente
dos demais tratamentos (P<0,05).

120
100

VENO,
g (0]

80

Arambiente  Hipercapnia 7%

—@— Salina (n=19)
—@— Veiculo (n=21)
—(O— PCPA (n=29)
Figura 8 — Equivalente ventilatorio (Vz/V0,) de pintos carijos ao 15° dia de vida,
com e sem deplecdo de serotonina em hipercapnia.

05

Ar ambiente Hipercapnia 7%

—@— Salina (n=19)
—@— Veiculo (n=21)
—O— PCPA (n=29)

— 001
.
Z)’ 05
= I
< .40 1
1,5 4
. . . 2,0
Ar ambiente  Hipercapnia 7%
—@— Salina 0,9% (n=20) s Salina 0,9% (n=20)
—@— Veiculo (n=21) == Veiculo (n=21)
—O— PCPA (n=29) C— PCPA (n=29)

Figura 9 - A) Temperatura corporal de pintos carijés ao 15° dia de vida, com e
sem deplecdo de serotonina em hipercapnia; B) Variacdo da temperatura
corporal (A) dos animais apds exposi¢cao gasosa.
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3.3.3. Hipoxia

Os parametros ventilatorios, apresentados na figura 10, diferiram entre os
tratamentos em resposta a hipéxia 10%. O Vt aumentou em hipdxia nos
tratamentos PCPA e veiculo (P<0,05) e néo diferiu no salina (P>0,05).
Consequentemente, em hipdxia, o volume corrente foi maior nesses tratamentos
em comparacgdo a salina (P<0,05). A Fr aumentou apds a exposi¢do a hipdxia
em todos os tratamentos (P<0,05). Esta foi menor nos animais PCPA (P<0,05),
mas a variacdo percentual foi equivalente entre os tratamentos (P>0,05). A
ventilagdo aumentou em hipoxia em todos os tratamentos (P<0,05) que nao
diferiram entre si (P>0,05).

O T na hipoxia foi semelhante ao encontrado em ar ambiente (P>0,05).
Em valor absoluto foi maior nos pintos PCPA em relacéo aos demais tratamentos
(P<0,05), mas a variacdo percentual em resposta a hipdéxia néo diferiu entre os
tratamentos (P>0,05). O Te e o0 Tror reduziram em hipéxia em todos os
tratamentos (P<0,05). Estes foram mais longos nos animais PCPA (P<0,05), mas
apresentaram a mesma variacdo dos controles frente a hipoxia (P>0,05).

O VO, reduziu em resposta a hipéxia em todos os tratamentos (P<0,05;
Fig. 12), mas nao diferiu entre os tratamentos (P>0,05). O equivalente
ventilatério aumentou em hipéxia (P<0,05; Fig. 13) e nédo diferiu entre os
tratamentos (P>0,05). A temperatura corporal foi reduzida pela hipéxia em todos

os tratamentos (P<0,05; Fig. 14) e estes nao diferiram entre si (P>0,05).
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Figura 10 — Resposta ventilatoria de pintos carijos ao 15° dia de vida, com e sem
deplecdo de serotonina em hipdxia. Vr: Volume corrente; Fr: Frequéncia
respiratéria; Vg: Ventilacdo. TIgG-SAP difere significativamente dos demais
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Figura 11 — Padrao respiratério de pintos carijés ao 15° dia de vida, com e sem
deplecdo de serotonina em hip6xia. Ti: Tempo de inspiracdo; Te: Tempo de
expiracdo; Ttor: Tempo total. *¥anti-SERT-SAP difere significativamente dos

demais tratamentos (P<0,05).
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Figura 12 - Consumo de oxigénio (VO,) de pintos carijos ao 15° dia de vida, com
e sem deplecdo de serotonina em hipéxia. “PBS difere significativamente dos

demais tratamentos (P<0,05).
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4. Discussao

4.1. Dosagem de serotonina (5-HT) e do acido 5-hidroxiindolacético (5-
HIAA): Efetividade da deplecao de serotonina

A p-clorofenilalanina afetou o conteddo de serotonina de modo diferente
nas regides encefalicas analisadas, confirmando que a droga atravessa a
barreira hematoencefalica das aves. A dispersao da droga, por outro lado, pode
nao ter sido uniforme entre os sitios analisados que apresentaram resultados
distintos.

O conteudo 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 neurbnios serotoninérgicos contidos na linha média da
superficie ventral do mesencéfalo ao bulbo, onde localiza-se a rafe (Kuenzel e
Masson, 1988; Okado et al., 1992; Hay-Schmidt, 2000), nucleo composto por
grande populagcédo de neurdnios 5-HT (Yamada et al., 1984; Yamada e Sano,
1985; Corcoran et al., 2009). Nao houve diferenca, entre os tratamentos, para
quantidade de 5-HT na coluna respiratdria da superficie ventro-lateral do bulbo
(P>0,05).

Buchanan et al. (1994) ndo obtiveram diferenca no conteddo de 5-HT no
hyperstriatum ventrale de pintos que receberam uma injecdo de 100 mg/kg de
PCPA. O conteudo 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 reducdo no
contetdo de serotonina no encéfalo (Edén et al., 1979). Os resultados divergem
também do encontrado por (Koe e Weissman, 1966) cuja administracdo oral de
100mg/kg de PCPA reduziu o conteudo de serotonina no encéfalo e sangue de
ratos em 24h. A oposi¢cao com os estudos pode ser explicada por diferentes
aspectos farmacologicos tais como a dose, via de administracdo e o nimero de
aplicac6es. No nosso experimento, a 5-HT e 5-HIAA foram quantificados apos
quatro aplicagcdes do PCPA, enquanto, nos estudos citados ap0s uma unica
dose. Outros pontos consideraveis sdo o material coletado e o tempo apos a

injecdo para dosagem de 5-HT, visto que nos estudos citados, foram utilizados
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encéfalos inteiros homogeneizados ou regido diferente, um ou trés dias apos o
tratamento com o PCPA respectivamente.

A variante da droga utilizada também pode ter apresentado efeito sobre a
efetividade na inibicdo enzimatica, visto que nos estudos comparativos foi
utilizada a PCPA de formula linear CICeH4CH2CH(NH2)CO2CHsHCI, com o HCI
incluso, e dissolvida na salina. Enquanto, nesse estudo, foi utilizada a variante
(CICsH4CH2CH(NH2)CO2H) sem o HCI que foi adicionado a salina, de acordo
com as indicacdes do fabricante, constituindo a solucéo veiculo.

O conteudo de 5-HT foi reduzido no hipotdlamo dos animais pelo PCPA
em comparacgdo ao veiculo, assim como em cées que receberam alimentacéo
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 0s animais salina, tenha sido reduzida apenas na coluna
respiratoria, a relagdo 5-HIAA:5-HT foi menor no bulbo e na CR. Indicando que
houve reducédo na taxa de liberagéo e utilizagdo da mesma nessas regioes que
apresentam importantes sitios de quimiorrecepc¢ao e controle da respiracao.

Nos animais PCPA, diferentemente dos controles, a serotonina, produzida
antes da administracdo da droga, pode ter ficado estocada nas vesiculas devido
a inibicdo da sua sintese. Nao sendo utilizada nos diversos estimulos e ajustes
fisiolégicos durante as injecbes e experimento onde foram expostos a
hipercapnia e a hipoxia. Enquanto nos controles a serotonina pode ser recrutada
apos ativacdo dos neurdnios. Neste contexto, por um mecanismo ainda
desconhecido, o neurdnio reconheceria a inibicdo da biossintese de 5-HT e/ou a
presenca da proteina inativa decorrente da ligacdo da PCPA com a triptofano
hidroxilase, possibilitando os processos de preservacao da 5-HT.

No que tange os estimulos gasosos, foi mantido o intervalo de uma hora
entre a hipercapnia e a hipéxia podendo néo ser tempo suficiente para
reestabelecer os niveis basais da serotonina. Em complemento, a 5-HT,
responsiva as exposicdes gasosas, pode ter sido metabolizada nos sitios de
controle respiratdrio cujos neurdnios serotoninérgicos se projetam. Em paralelo,
mecanismos compensatorios neuromodulatorios podem ter sido acionados nos
animais que tiveram a liberagéo de serotonina bloqueada (Hodges et al., 2008;
Langer et al., 2017b; a). Outro meio de preservacao da serotonina pode ter sido

a suspensao da sua dele¢éao nos ribossomos.
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A metodologia de andlise 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 estabilizagdo do equipamento e eficiéncia da solugéo
padrdo 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 analise, séo
necessario mais estudos para precisar a efetividade da PCPA sobre a deplecéo

da serotonina do SNC de frangos com 15 dias de idade.

4.2. Efeito da deplecao de serotonina na massa corporal dos frangos

Os pintos tratados com PCPA e solucao veiculo (Salina 0,9% e HCI 1N),
foram mais leves que os animais tratados com salina, estando com massa meédia
a baixo da catalogada para a linhagem (Morais et al., 2015). Este resultado, pode
ser associado a acidez do veiculo e PCPA nos quatros dias antecedentes ao
experimento, compreendendo tempo insuficiente para recuperacdo dos animais
as alteracdes fisioldgicas provocadas pelos tratamentos.

A reducdo 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 0s
animais intactos. Do mesmo modo, os animais tratados pelo anti-SERT-SAP, no
experimento anterior, apresentaram redu¢cdo na massa corporal, evidenciando
gue a disfuncao da serotonina pode atuar sobre a saciedade (Lam et al., 2010).

A atuacdo da 5-HT no consumo é complexa e nao esta bem lucidada.
Antagonicamente a nossa suposicdo, em aves, 0 sistema serotoninérgico
demonstra esta envolvido nos mecanismos de controle da grelina. De acordo
com (Zendehdel et al., 2013) a grelina diminui a ingestdo de racdo e o preé-
tratamento com PCPA atenua este efeito no frangos. Por outro lado, no mesmo
estudo, o agonista para o receptor 5-HT1A (80OH-DPAT) néo intensificou a agéo
anoréxica da grelina (Zendehdel et al., 2013), parecendo ter acdo oposta. Assim
o papel da 5HT sob o consumo de alimento pode ser dependente do receptor
ativado.

Em pombos, o 80OH-DPAT induziu o consumo nos animais pré tratados

ou nao pelo antagonista heterossinaptico MM77 (Dos Santos et al., 2015). Em
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confirmacéo, estudos com mamiferos demonstram que o bloqueio especifico 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, estdo
concentrados nas areas serotoninérgicas do tronco encefalico e ao longo do
hipotalamo periventricular, nicleos pré-épticos e 6rgaos circunventriculares (Dos
Santos et al., 2015). Nestas regides o contetudo de serotonina e/ou sua taxa de
utilizacdo, foram afetados pelo uso do PCPA neste estudo. No entanto, sdo
requeridos mais estudos para certificar a relacdo da deplecdo serotoninérgica
com o0 consumo pelos animais.

Outro fator que pode justificar a redu¢cdo no consumo de ragao seria a
reducdo da motilidade e esvaziamento estomacal decorrente da deplecdo da
serotonina contida nas células enterocromafinas (Rawdon e Andrew, 1999;
Martin et al., 2017).

4.3. Efeito da deplecéo de serotonina na ventilacdo, consumo de oxigénio e

temperatura corporal

4.3.1. Ar ambiente (normoxia e normocapnia)

Os parametros ventilatorios e metabdlico dos pintos carijos mensurados
em ar ambiente antes da hipercapnia e da hipéxia ndo diferiram entre si para
todos os tratamentos (P>0,05). A semelhanca nos resultados indica que os
animais estavam aclimatados a camara pletismografica e as condicfes
experimentais. Também evidenciam que, 0s mesmos, estavam recuperados da
exposicao gasosa antecedente ao iniciar o protocolo seguinte.

Os parametros ventilatorios médios em ar ambiente foram influenciados
pelos tratamentos. Nos pintos PCPA, a Fr foi menor devido o tempo de
inspiracdo, expiragdo e, consequente, tempo total que foram maiores nestes
animais. Ratos adultos que receberam injecdo de PCPA (300 mg/kg) também
apresentaram menor Fr que 0s controle, mas esta resposta parece estar
associada ao aumento no volume corrente que culminou maior ventilacao

nesses animais (Annerbrink et al., 2003). Em oposic&o aos nossos resultados,
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ovelhas em repouso apresentaram aumento na Fr e no Vg apés tratamento com
PCPA (Mitchell et al., 1983).

As diferencas entre os estudos podem decorrer de alteragfes no contetdo
de monoaminas, que podem ter reduzido. Pois Edén et al. (1979) demonstraram
que, apos trés injecdes de 300 mg/kg de PCPA em ratos, a quantidade de
dopamina e noradrenalina encefalica diminuiu. De acordo com Patrone et al.
(2018), a dopamina apresenta papel inibitério no controle respiratorio, visto que
ratos (P7-8), cujos neurdnios dopaminérgicos foram reduzidos, apresentaram
maior ventilacao.

Em aves, por sua vez, Buchanan et al. (1994), ao injetarem 100 mg/kg de
PCPA em pintos nao obtiveram alteracdo no contetdo de dopamina. Sendo este
resultado uma inferéncia de que nos animais deste estudo, que receberam a
mesma dose, a dopamina pode ndo ter sido alterada pelo PCPA. Essa
abordagem representa uma justificativa para a diferente resposta ventilatéria
entre as aves e os mamiferos relatados. Mas s6 poderia ser confirmada se este
estudo tivesse realizado dosagem de dopamina e seu metabdlito para
mensuracdo da sua taxa de utilizacdo com possivel efeito sobre o controle
respiratério.

Por outro lado, ratos knockout para o gene Tph2, cujo conteiddo de
dopamina e noradrenalina ndo foi alterado, também apresentaram menor
frequéncia respiratéria que o0s animais intactos, concordando com nossos
resultados (Kaplan et al.,, 2016). De acordo com esse experimento de
metodologia mais fidedigna, o padrédo ventilatério, no entanto, € dependente da
idade do animal e, nos ratos knockout, o volume corrente aumenta com a
maturidade, mas n&o supera os animais intactos (Kaplan et al., 2016).

Estes resultados indicam que a serotonina pode atuar no controle da
respiracao eupneica de frangos, apresentando papel excitatorio, assim como em
mamiferos.

Em ratos, pode-se citar dois principais mecanimos pelos quais a
serotonina atua na rede respiratéria. Por projecéo direta dos neurdnios 5-HT da
rafe aos nucleos respiratérios da ponte e do bulbo (Connelly et al., 1989; Gang
et al., 1991) e aos motoneurdnios do nervo frénico e hipoglosso (Hosogai et al.,
1998; Richerson, 2004; Ptak et al., 2009). Indiretamente, via NTS que recebe

aferéncia serotoninérgicas da rafe bulbar, subdividida em RMg, RPa e Rob, dos
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ganglios nodosos e petrosos e da area postrema (Thor e Helke, 1987; Schaffar
et al., 1988; Thor et al., 1988).

No NTS foram encontrados receptores serotoninérgicos envolvidos na
regulacao cardiorrespiratéria (Ostrowski et al., 2014; Donnelly et al., 2016; Matott
e Kline, 2016) cuja ativacdo, com excecao dos receptores 5-HT3, modifica a
excitabilidade de seus neurdnios-alvo através de segundos mensageiros
dependentes de proteina G. Esta via altera as propriedades dos canais idnicos
para alterar a excitabilidade da membrana, em alguns casos sem efeitos diretos
sobre o potencial de membrana, variando com os receptores que estdo sendo
ativados (Hodges e Richerson, 2010). Assim o NTS € uma area de integracdo
viscerossomatica inervada por fibras serotoninérgicas centrais e periféricas
(Sevoz-Couche e Brouillard, 2017).

Além dessas duas vias, muitos neurénios 5-HT da rafe também recebem
conexdes excitatorias reciprocas da rede respiratdria, com aumento da taxa de
disparo durante a fase inspiratéria do ciclo respiratério (Ptak et al., 2009).

O maior VO, nos animais salina pode ser atribuido a maior ventilacio
apresentada por esses animais, visto que este parametro ndo diferiu entre o
PCPA e o veiculo. O equivalente ventilatério em ar ambiente, por sua vez, nao
diferiu entre os tratamentos devido a equivalente razéo obtida entre os valores

de Vg e VO,, visto que, nos animais PBS ambas variaveis aumentaram.

4.3.2. Hipercapnia

Assim como demonstrado em outros estudos, a hipercapnia induziu
aumento na ventilagdo das aves (Mortola, 2010; Espinha et al., 2014), sendo
maior nos animais PCPA em comparacdo aos animais salina apenas, visto que
nao houve diferenca com o controle veiculo.

A diferenca entre o Vg no PCPA e salina pode ser atribuida ao aumento
na frequéncia respiratoria (Fr) dos animais tratados pela droga, produto do
menor Ti, Te e Tror. O Vi e a Fr de ratos cuja 5-HT foi depletada pelo PCPA,
apos a hipercapnia, também foram maiores que o0s dos animais salina

(Annerbrink et al., 2003), concordando com nossos resultados.
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Por outro lado, a ventilacdo e o padrao respiratério dos animais PCPA e
veiculo ndo diferiram, indicando que a acidez das solucdes injetadas pode ter
influenciado a resposta ventilatoria a hipercapnia. Este resultado evidencia que
a metodologia adotada para administracdo da PCPA nos pintos nao foi suficiente
para assegurarmos o papel da serotonina na resposta a hipercapnia.

Por outra abordagem metodoldgica, o Vi de ratos “knockout” Tph2 n&o
diferiu dos animais intactos apés a hipercapnia (Kaplan et al., 2016), indicando
gue 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 a intensidade de deplecdo da serotonina e as vias ativadas e/ou
inibidas em resposta ao estimulo. 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 nao foram encontrados estudos relatando o padréo de difuséo
da droga, nem se esta possui predilecéo ao tipo de triptofano hidroxilase (1 ou
2) o que indicaria o local de atuacdo mais efetivo. A delecdo da 5-HT por
manipulacdo genética, por sua vez, aumenta a confiabilidade que as respostas
obtidas derivam de uma deplecdo central ou periférica, nos ratos “knockout”
Tph2, que ndo produzem triptofano hidroxilase tipo 2, ndo ha biossintese de
serotonina no SNC (Kaplan et al., 2016).

Diante da reducédo e esgotamento do conteldo de serotonina nos sitios
de quimiorrecepcao central, sistemas compensatorios podem ser ativados
(Hodges et al., 2008; Langer et al., 2017b; a), dificultando uma analise precisa
das respostas.

O consumo de oxigénio ndo 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 a hipercapnia. Os animais de
todos os tratamentos hiperventilaram em resposta a hipercapnia e nao diferiam
entre si. Embora a ventilagdo no PCPA tenha sido maior que na salina, este
resultado n&o foi determinante para o Vg/VO, devido & grande variabilidade no
VO0,. Este resultado também é coeso as respostas fisiologicas equivalentes no
PCPA e veiculo.
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A temperatura corporal diminuiu em resposta a hipercapnia
semelhantemente entre os tratamentos, verificando que a deplecdo no conteudo
de serotonina do hipotalamo n&o inferiu sobre a termorregulacdo. Sendo este
resultado confirmado pela semelhante taxa de utilizacdo da serotonina (5-
HIAA:5-HT) nesta regido. Este resultado discorda do obtido no experimento
anterior, onde a delecdo dos neurdnios 5-HT intensificou a perda de temperatura
corporal apés hipercapnia, indicando que o contetudo de serotonina na via de

resposta ao estimulo gasoso néo foi depletado pelo PCPA.

4.3.3. Hipoxia

Os animais em todos os tratamentos aumentaram a ventilacdo em
resposta a hipdxia concordando com estudo realizado com pintos (Mortola,
2010). Demonstrando que o0s animais puderam responder a hipdxia
independentemente do tratamento.

O volume corrente, apos o estimulo gasoso, foi maior no PCPA em
relacdo a salina, mas nao diferiram quanto o padrao respiratério. Animais PCPA
e veiculo apresentaram variaveis ventilatorias equivalentes. Os resultados
sugerem que, embora a acidez da droga infira no Vr, a serotonina néo
apresentou efeito sobre a resposta ventilatoria a hipdxia. Suportando essa
avaliagdao, ratos “knockout” para Tph2, isentos de 5-HT e 5-HIAA no
prosencéfalo, hipotdlamo, ponte, bulbo e medula espinhal, apresentaram, em
valores absolutos, maior Vr e menor Fr que 0S animais intactos, mas,
relacionando ao basal, os grupos nédo diferiram (Kaplan et al., 2016). Em
concordancia, (Da Silva et al., 2013) concluiram que 0s neurdnios
serotoninérgicos da rafe obcurus nao participam da resposta ventilatoria de ratos
a baixa PO2. A semelhanca entre aves e mamiferos na resposta ventilatoria a
hipéxia pode processar-se de equivalente padrdo central ativado em hipoxia
identificado em embrides dessas classes (Landry et al., 2016).

O VO, reduziu em resposta a hipéxia em todos os tratamentos com a
mesma intensidade. A serotonina, por tanto, ndo influi sobre o consumo de
oxigénio em hipodxia. Os animais hiperventilaram em hipoxia, mas nao diferiram
entre os tratamentos, visto que a ventilacdo e o consumo de oxigénio foram

eguivalentes entre os mesmos. A queda no consumo de oxigénio em hipoxia
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representa um mecanismo fundamental para sobrevivéncia do animal em baixa
disponibilidade de Ox2.

A Tc foi reduzida em hipoxia independentemente dos tratamentos. Foi um
mecanismo controlado independe da deplecdo da 5-HT no hipotalamo. A
anapirexia tem a finalidade de induzir uma reducao na taxa metabdlica do animal,
sendo por tanto uma importante estratégia para sobrevivéncia em condi¢des
com baixa POz (Mortola e Maskrey, 2011). Em resposta a hipdxia, por tanto, o
padr&o ventilatério de frangos é alterado para garantir o VO, adequado as baixas

POz, mediante reducéo da Tc.

5. Conclusdes

Conclui-se que a serotonina apresenta um papel ténico excitatorio no
controle da frequéncia respiratéria de frangos. Nao sendo possivel precisar a sua
participacdo na resposta ventilatoria a hipercapnia. A serotonina nédo participa da

resposta ventilatoria a hipoxia.
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CAPITULO 4 - Consideracdes finais

A serotonina € uma monoamina neurotransmissora sintetizada nos
neurdnios serotoninérgicos do SNC e nas células enterocromafinas do trato
gastrointestinal das aves a partir do triptofano, o terceiro aminoacido essencial
na dieta de frangos. Sua biossintese ocorre mediante duas reac¢fes, sendo uma
hidroxilagdo e uma descarboxilagéo. Inicialmente, o triptofano recebe uma
hidroxila por intermédio da enzima triptofano hidroxilase formando o 5-
hidroxitriptofano, finalmente, este produto intermediario é convertido em
serotonina por intermédio da amino&cido aromético descarboxilase.

Em aves, a serotonina esta associada a regulacdo do consumo de
alimento, da temperatura corporal e da agressividade em resposta aos estimulos
estressores. Entretanto, ndo ha estudos relatando sua funcédo no controle do
sistema respiratorio desses animais, sendo a via que assegura o suprimento de
oxigénio demandado a producdo de ATP e a eliminacdo do CO:2 oriundo dos
processos fisioldgicos. O sistema respiratorio também responde as alteracdes
na PaO2 e PaCO:2 mantendo a homeostase. Em mamiferos, os neurbnios
serotoninérgicos da rafe sdo os principais ativadores dos sitios centrais que
ajustam a ventilacdo. Este € o primeiro trabalho realizado com o propdésito de
explicar o papel da serotonina no controle respiratorio de aves.

A partir dos registros histolégicos e imunoistoquimicos pode-se observar
a topografia na rafe bem como a distribuicdo e concentragcdo dos neurdnios
serotoninérgicos no rombencéfalo de frangos de 15 dias de idade, representando
uma base literaria para estudos que almejem identificar e verificar a acdo dos
neurdnios contidos na rafe independentemente do seu papel fisiolégico, com
injecao central ventricular ou no préprio ndcleo. Além de ser um comparativo aos
gue estudam os neurdnios serotoninérgicos da rafe.

De acordo com os resultados obtidos nos dois experimentos que
propuseram reduzir o contetdo de serotonina no espaco sinptico, a serotonina
apresenta papel excitatério da frequéncia respiratéria tonica de frangos, mas nao
participam da resposta ventilatéria a hipoxia. Por outro lado, as distintas
abordagens metodologicas apresentaram  resultados divergentes e

inconclusivos para as respostas fisiolégicas mensuradas em hipercapnia.
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A funcado excitatéria da serotonina na frequéncia respiratoria de frangos
em condigbes atmosféricas foi observada nos dois experimentos, mas
intensificada com o uso do PCPA que pode ter depletado a 5-HT contida no
corpo carotideo, atenuando a participacao periférica no controle da respiracao.

Os diferentes resultados para a ventilacdo hipercapnica na lesao central
dos neurbnios serotoninérgicos e na inibicdo da biossintese de serotonina
podem ser atribuidas ao mecanismo de acdo das drogas, desencadeando
respostas fisiologicas particulares, bem como a metodologia adotada. Sendo
necessario estudos complementares.

Para estudos com a imunotoxina anti-SERT-SAP, sugere-se avaliacao de
diferentes doses, tracando-se uma regressao para determinar a dose que
provoca a lesdo suficiente para expressar a atenuacdo no equivalente
ventilatorio a hipercapnia. Além de diferentes doses, a imunotoxina poderia ser
injetada diretamente na rafe, evitando a lesdo de neurdnios, fora desse sitio,
excitiveis ao CO2/pH que exacerbasse alteracdes fisiolégicas. Concomitante
aos estudos de padronizacdo da dose e via de administracdo da droga, seriam
feitas analises de imunoistoquimica para os neurbnios 5-HT e astrocitos da
neuroglia, incluindo o grupo controle PBS, o que certificaria se a toxina saporina
apresenta toxicidade seletiva a neuroglia dos frangos.

Para eliminacdo da quimiorrecepcdo periférica, a desnervacdo vagal
também poderia ser realizada nos animais lesados ou néo, possibilitando
comparar com 0s resultados ventilatérios obtidos em diferentes niveis de
hiperéxia. Também sugere-se testes de agonistas para potencializar a acdo da
serotonina no controle respiratorio aos estimulos gasosos, eliminando os
mecanimos compensatorios advindos da delecdo dos neurdnios.

Estudos do sistema serotoninérgico por meio da PCPA apresentam
resultados controversos e podem ser associados ao seu efeito sistémico no
animal, desencadeando alteragdes fisiologicas diversas.

O uso da p-clorofenilalanina implica, primeiramente, analise da efetividade
da droga na deplecdo de 5-HT e nas respostas fisiologicas, atentando ao
composto ativo da mesma e o sitio alvo. Em frangos, foram realizados poucos
trabalhos com a PCPA e sua utilizacdo requer padronizacdo da dose e via de
administragcdo. Os danos decorrentes da acidez da droga poderiam ser

minimizados por administracdo oral da PCPA protegida por capsulas. A partir
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dessa via de administracdo, poderiam ser testadas diferentes concentracdes da
droga, tempo para acao nas vias periférica e central e necessidade de reforgos
com respectivos intervalos, além do tempo requerido para que o conteudo
serotoninérgico retorne aos niveis basais. Para padronizacdo da dose de PCPA,
seria necessario avaliar a deplecdo do conteddo de monoaminas contidas no
SNC e na periferia e seu efeito nas respostas fisioldgicas.

Em estudos da acgdo serotoninérgica no sistema respiratorio com
utilizacdo da PCPA, sugere-se exposicdo a hipercapnia e a hipercapnia
associada a hiperoxia. Assim seria possivel verificar a participacdo da
serotonina, central e periférica, na regulacdo ventilatéria de frangos a
hipercapnia. Diferentes concentracdes de CO2 poderiam ser avaliadas em
continuidade aos dois experimentos apresentados, sendo realizada
imunoistoquimica para c-fos, identificando os nucleos de controle respiratorio
contidos na ponte e bulbo de frangos ativados em hipercapnia e a intensidade
adequada para exposicao aguda. A hipercapnia crénica em frangos poderia
asseverar se aves apresentam habilidades adaptativas a elevada PCO2, bem
como a plasticidade respiratoria.

O efeito de fatores biolégicos como espécie, raca, idade e sexo poderiam
ser avaliados posteriormente complementando o estudo do papel da serotonina
no controle respiratorio de aves.

A partir das abordagens metodolégicas apresentadas nesse estudo, a
literatura do sistema serotoninérgico em aves pode ser enriquecida, podendo ser
identificada sua a¢ao no estresse, na termorregulacdo e no consumo de racéo e

agua, bem como na massa corporal dos frangos.
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APENDICE

1A — Histologia do tronco encefélico de pintos Carijos ao 16° dia de idade.

As imagens foram capturadas com o aumento de 1,25x e a barra de calibragao
correspondendo a 500 um. As sessoes foram adquiridas em criostato, possuem
50 um de espessura e foram marcados com vermelho neutro. A distancia entre
o primeiro e ultimo corte foi de 4550 um e o intervalo entre secgfes entre 100 a
800 um.
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