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O presente trabalho descreve experimentos realizados com o objetivo de avaliar os efeitos de
injecdes intracerebroventriculares (ICV) de Orexina A (OxA) ou Orexina B (OxB) sobre a ingestao de
alimentos, comportamento espontadneo e nos niveis plasmaticos de glicose e acidos graxos livres
(AGL) em pombos (Columba Livia). A duracéo, frequéncia e laténcia para o primeiro episédio dos
comportamentos de comer, beber, locomocgéo, autolimpeza, exploragdo do ambiente, imobilidade
alerta e sonoléncia foram avaliados ao longo de 1, 2, 3 e 24 horas. As injecdes ICV de OxA (0,6 e 2,0
nmol) aumentaram significantemente a duragcédo e frequéncia, bem como reduziram a laténcia de
comportamentos ligados a vigilia. A OxA (0,6 e 2,0 nmol) também diminuiu a duracéo e frequéncia,
bem como aumentou a laténcia de comportamentos ligados ao sono. A ingestdo de alimentos ao
curto prazo, nao foi modificada nem pela injecdo de OxA ou de OxB ao final de 1, 2, 3 e 24 horas. A
injecdo de OxB nado causou alteracdo dos comportamentos. O registro continuo da ingestdo de
alimento e agua durante 24 horas da ingestdo de agua e racdo apos a injecdo de OxA (0,6 nmol),
OxB (0,6 nmol) ou veiculo (NaCl 0,9%) mostrou que a OxA aumentou a ingestdo de racao 4 horas
apos a injecdo e diminuiu a ingestdo de racdo 6 horas apds a injecdo. A OxB ndo modificou a
ingestado de alimentos nesses experimentos. A avaliacdo das alteracfes dos niveis plasmaticos de
glicose e AGL 0, 15 e 30 minutos apés a injecdo ICV de OxA (0,2 ou 0,6) ou veiculo (NaCl 0,9%)
mostrou que a OxA nao foi capaz de induzir mudancas significantemente na concentracao de glicose
e AGL. Podemos concluir a partir desses experimentos que a OXA participa da regulacdo do estado
sono/vigilia nos pombos, o0 que indica que essa funcdo do sistema orexinérgico € um atributo
conservado em aves.
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RESUMO

O presente trabalho descreve experimentos realizados com o objetivo de avaliar os
efeitos de injecdes intracerebroventriculares (ICV) de Orexina A (OxA) ou Orexina B
(OxB) sobre a ingestdo de alimentos, comportamento espontdneo e nos niveis
plasmaticos de glicose e acidos graxos livres (AGL) em pombos (Columba Livia). A
duracdo, frequéncia e laténcia para o primeiro episédio dos comportamentos de comer,
beber, locomocao, autolimpeza, exploracdo do ambiente, imobilidade alerta e sonoléncia
foram avaliados ao longo de 1, 2, 3 e 24 horas. As injecées ICV de OxA (0,6 e 2,0 nmol)
aumentaram significantemente a duragao e frequéncia, bem como reduziram a laténcia
de comportamentos ligados a vigilia. A OxA (0,6 e 2,0 nmol) também diminuiu a duracdo
e frequéncia, bem como aumentou a laténcia de comportamentos ligados ao sono. A
ingestdo de alimentos ao curto prazo, nao foi modificada nem pela injecdo de OxA ou de
OxB ao final de 1, 2, 3 e 24 horas. A injecdo de OxB ndo causou alteragcdo dos
comportamentos. O registro continuo da ingestdo de alimento e agua durante 24 horas da
ingestdo de agua e racao apos a injecao de OxA (0,6 nmol), OxB (0,6 nmol) ou veiculo
(NaCl 0,9%) mostrou que a OxA aumentou a ingestdo de racdo 4 horas apos a injecao e
diminuiu a ingestao de ragdo 6 horas ap0s a injecdo. A OxB n&o modificou a ingestao de
alimentos nesses experimentos. A avaliacdo das alteragdes dos niveis plasmaticos de
glicose e AGL 0, 15 e 30 minutos apos a injecédo ICV de OxA (0,2 ou 0,6) ou veiculo
(NaCl 0,9%) mostrou que a OxA néo foi capaz de induzir mudancas significantemente na
concentracdo de glicose e AGL. Podemos concluir a partir desses experimentos que a
OxA participa da regulacdo do estado sono/vigilia nos pombos, 0 que indica que essa

funcao do sistema orexinérgico € um atributo conservado em aves.



ABSTRACT

The present work describes experiments designed to assess the effects of
intracerebroventricular (ICV) injections of Orexin A (OxA) or Orexin B (OxB) on food
intake, spontaneous behavior and circulating glucose and free fatty acids (FFA) in the
pigeon (Columba Livia



1. INTRODUCAO




O hipotalamo € um centro integrativo essencial a sobrevivéncia de vertebrados e
reproducdo de suas espeécies. Esse centro integrativo emergiu diferentemente nos
vertebrados enquanto cada espécie se adaptou a ambientes distintos. Apesar das
evidentes diferencas entre espécies de vertebrados, o hipotalamo preserva algumas
caracteristicas anatdbmicas entre os animais deste subfilo, por exemplo presenca de
nacleos como nucleo Ventromedial (VMN) e o nucleo Supraquiasmatico (SQN) comum a
todos os vertebrados (Sarnat & Netsky, 1974). Alguns aspectos funcionais do hipotalamo
sdo comuns a todos os vertebrados, por exemplo, o controle do sistema nervoso
autbnomo, a regulacdo do apetite e a regulacdo da atividade endocrina através da
regulacédo da secrecao de horménios da hipofise (Sarnat & Netsky, 1974). A presenca de
neurotransmissores com estrutura quimica e funcdes semelhantes no hipotalamo € outra
caracteristica comum aos vertebrados [p. ex. horménio estimulador do melandcito a (a-
MSH)(Cerda-Reverter et al, 2003); Neuropeptideo Y (NPY) (Griffin et al, 1994)].

O balanco energético é uma atividade que é regulada por esse importante sistema
de controle. Sua importancia reside no fato de que os tecidos que compdem um
organismo vivo requerem constante acesso a energia para desempenhar suas funcdes
(Foster & McGarry, 1996). O controle neural da ingestdo de alimentos em mamiferos
envolve um complexo sistema de interagdes entre neurdnios hipotalamicos, que contém
neurotransmissores que aumentam ou diminuem a ingestdo de alimentos, o gasto
energeético e os depositos de gordura corporal com base em informacdes sobre o estado
nutricional [Boswell, Li & Takeuchi; (2002); Hillebrand et al (2002); Arora & Anubhuti

(2006)].



Alguns desses neurotransmissores sdo peptideos que atuam diminuindo ou
aumentando a ingestdo de alimentos. Dentre eles esta o hormoénio estimulador de
melandcitos a (a-MSH) (Poggioli et al, 1986), o peptideo regulado por cocaina e
anfetamina (CART) (Kristensen et al, 1998), o NPY (Levine & Morey, 1984), o Peptideo
relacionado ao gene agouti (AgRP) (Rossi et al, 1998) e de particular importancia para
este trabalho as orexinas (Sakurai et al,1998; de Lecea et al, 1998). Neurotransmissores
nao-peptideos também atuam aumentando ou diminuindo a ingestdo de alimentos como
catecolaminas, acido y-aminobutirico (GABA) e o glutamato (Kelly et al, 1977; Oligiati et
al, 1980; Reddy et al, 1986; Ritter & Stone, 1987; Leibowitz et al, 1988). Estes
neurotransmissores formam uma rede neuronal de controle da ingestdo de alimentos e
agem em resposta a sinais metabdlicos (por exemplo glicose) (Nicolaidis & Rowland,
1976; Smith & Gibbs, 1979, Belin & Ritter, 1981), e hormonais como a Leptina (Satoh et
al, 1997), Insulina (McGowan et al, 1992), e a Bombesina (Stuckey et al, 1995).

Em mamiferos as orexinas estdo expressas em neurbnios do hipotalamo lateral
(LH), uma regiao que de longa data vem sendo relacionada ao controle da ingestdo de
alimentos (Elmquist et al, 1999). No LH encontram-se neurbnios produtores de
neuropeptideos que aumentam a ingestdo de alimentos como a galanina (Kirkouli et al,
1986) e o hormoénio concentrador de melanina (MCH) (Qu et al, 1996).

Apés a purificacdo de dois peptideos a partir de extratos de cérebro de ratos que
ativaram receptores acoplados a proteina G (GPCRs), Sakurai e colaboradores (1998)
obtiveram a expressao de um GPCR "6rfao" humano (em células HEK293), e uma vez

que a injecdo intracerebroventricular (ICV) destes peptideos estimulava agudamente a



ingestao de alimentos em ratos, estes peptideos foram batizados como orexina A (OxA) e
orexina B (OxB), nomes derivados da palavra grega "orexis", que significa apetite. OxA
(com 33 aminoéacidos) e OxB (com 28 aminoacidos) séo produzidos pela clivagem de um
anico polipeptidio precursor (prepro-orexina; Sakurai et al,1998). No mesmo periodo, De
Lecea e colaboradores (1998), procuraram por acido ribonucléico mensageiro (RNAm)
expresso especificamente dentro do hipotalamo e identificaram um cDNA que codifica um
polipeptidio idéntico ao prépro-orexina. Os supostos peptideos maduros foram chamados
de hipocretina-1 (orexina-A) e hipocretina-2 (orexina-B). As sequéncias de aminoacidos
de ambos (orexina A e B) sdo praticamente idénticas entre as espécies de mamiferos
investigadas (De Lecea et al, 1998).

Dois receptores de orexinas foram identificados (Sakurai et al, 1998). O receptor
de orexina do tipo 1 (OX1R) é o receptor previamente utilizado para a identificacdo e
purificacdo de orexinas. Posteriormente foi identificado um novo receptor acoplado a
proteina G, o receptor de orexina do tipo 2 (OX2R), o qual demonstra ter uma
identificacdo de 64% com o OX1R. Em ensaios de ligacdo competitiva ao radioligante
usando 125l-orexin-A, a orexina-A une-se ao OX1R e OX2R com afinidade similar,
enguanto a orexina-B une-se ao OX2R com maior afinidade do que ao OX1R. O OX1R
acopla-se a subclasse de proteinas heterotriméricas Gg/ll, levando a atividade
excitatoria direta; o OX2R deve-se acoplar a proteinas Gi/o ou Gg/11, com atividade
direta excitatOria ou inibitoria dependendo do neurdnio alvo (Sakurai et al, 1998; Van den
Pol, 1998).

Os receptores de orexina estdo difusamente espalhados pelo SNC de ratos.

Segundo Triveldi e colaboradores (1998) que estudaram a distribuicdo de ambos



receptores orexinérgicos por hibridizacdo in situ, o padrdo de expressdo dos receptores
OX1R e OX2R séao diferentes em ratos. No hipotadlamo o OX1R esta abundantemente
expresso no VMN, com expressdes moderadas na area pré-optica medial, nacleo
hipotalamicos dorsomedial e lateroanterior, nucleo lateromamilar e area hipotalamica
posterior. Em contraste, o OX2R €& expresso predominantemente no Ndcleo
Paraventricular (PVN), com sinais que vao de fraco a moderado no VMN, nucleo
hipotalamico dorsomedial e areas hipotalamicas lateral e posterior. Além do hipotalamo o
OX1R é encontrado no taenia tecta, nucleo septohipocampal, nucleo intersticial da stria
terminalis, nucleo paraventricular talamico, regides CAl1 e CA2 do hipocampo, éarea
amigdalohipocampal, nucleos mediano e dorsal da rafe e locus ceruleus (LC). Por outro
lado 0 OX2R €& expresso no tubérculo olfatério, camada VI do cortex cerebral, nucleo
accumbens, nucleos talamicos medial central e paraventricular, ndcleo subtalamico,
nacleo pretectal anterior e CA3 do hipocampo (Triveldi et al, 1998).

Neurbnios que expressam orexina em roedores sao localizados exclusivamente no
hipotalamo lateral e posterior (area perifornical) (Sakurai et al, 1998, Van den Pol, 1998;
Nambu, 1997). Seus axbnios e terminais axonais projetam-se difusamente através do
sistema nervoso central, incluindo o cortex cerebral, o sistema limbico (e.g. amigdala e
hipocampo), nucleos hipotalamicos (e.g. ndcleo arqueado e nucleo tubero-mamilar
[TMN]), e o tronco cerebral (e.g. substancia cinzenta central, LC, e nucleos da rafe)
(Nambu et al, 1999; Peyron et al , 1998; Date et al, 1999; Van den Pol, 1999). Essas
numerosas projecdes das fibras orexinérgicas mostraram sobrepor as localizacdes
cerebrais que possuem RNAmM dos receptores OX1R e OX2R em varios sitios no SNC.

Por exemplo, nucleos que recebem aferéncias orexinérgicas como o LC, o nucleo



tegmental laterodorsal e o nacleo tegmental pedunculopontino expressam principalmente
RNAmM para OX1R, enquanto o TMN, o nucleo accumbens, e 0 nucleo septal expressam
principalmente RNAm para OX2R.

InjecBes ICV de orexina A em ratos aumentaram a ingestdo de alimentos, por isso
esse peptideo foi inicialmente caracterizado como fator orexigénico (estimulante de
apetite) (Sakurai et al, 1998; Edwards et al, 1999; Haynes et al, 1999; Ida et al, 1999;
Yamanaka et al, 1999). Uma importante diferenca nos efeitos de ingestdo entre as
orexinas e outros fatores orexinérgicos, como o NPY e o MCH, é que as orexinas
aumentam ambos, ingestado de alimentos e gasto energético, enquanto outros peptideos
relacionados a ingestdo geralmente diminuem o gasto energético (Nishino et al, 2001;
Hara et al, 2001; Lubkin et al, 1998; Chemelli et al, 2001).

Vérias linhas de evidéncia mostram que a expressao das orexinas € reguladas
pelo balanco energético. Em animais submetidos ao jejum a expressdo de orexina é
aumentada em neurbnio do hipotalamo lateral (Sakurai et al, 1998). Além disso,
neurbnios orexinérgicos tém conexdo densa e reciproca com outros nucleos
hipotalamicos que regulam o comportamento ingestivo (Nambu et al, 1999; Peyron et al,
1998; Date et al, 1999; Broberger et al, 1998; Elias et al, 1998; Horvath et al, 1999). Os
neurdnios orexinérgicos sao ativados por hipoglicemia (Moriguchi et al, 1999 ; Cai et al,
2001). Neurbnios orexinergicos isolados reduzem sua atividade em resposta a glicose e
leptina, e aumentam sua atividade em resposta a grelina, um peptideo orexinérgico
derivado do estbmago (Yamanaka et al, 2003).

Alguns alvos das projecdes das fibras orexinérgicas sao nucleos relacionados ao

controle de funcdes autonbmicas e neuroendocrinas como nucleo paraventricular



talamico e o nucleo do trato solitario, nacleo motor dorsal do vago e PVN (Date et al,
1999). Injecbes ICV de OxA induziram expressdo de c-Fos, um gene de expressao
imediata indicativo de atividade celular, nesses nucleos sugerindo participacdo da OxA no
controle de funcdes autondmicas (Date et al, 1999). Injecdes ICV de orexina, aléem da
ingestdo de alimentos, aumentaram também a temperatura corporal, como demonstrado
por Monda et al. (2005). Esses autores observaram que injecdes ICV de OxA resultaram
num aumento na temperatura retal e temperatura do tecido adiposo, com participacdo do
VMN, em ratos. Injecdes ICV de OxA, mas ndo de OxB, aumentaram a ingestao de
alimentos em camundongos além de aumentar o metabolismo basal conforme
demonstrado em experimentos por calorimetria (Lubkin & Stricker-Krongrad, 1998).
Soma-se a essas evidéncias da participacdo das orexinas no controle do metabolismo,
um experimento de determinacéo de projecdes multissinaptica pelo método de marcacao
viral transneuronal que mostrou neurdnios orexinérgicos do LH projetando-se para
ganglios simpaticos que inervam o coracdo e a glandula adrenal (Geerling et al, 2003).
Combinados esses dados apontam para participacdo do sistema orexinérgico na
regulacéo de funcbes autonémicas.

A locomocgdo também €& um comportamento regulado pelas orexinas. Kotz et al.
(2002), demonstraram que injecdes de OxA no LH de ratos, aumentaram ndo somente a
ingestdo de alimentos como também a locomocgdo espontanea e o numero de voltas
efetuadas pelo animal na roda de corrida colocada no ambiente experimental, & qual tinha
livre acesso. Experimentos subsequentes (Kiwaki et al. 2004) demonstraram que injecdes

de OxA no PVN aumentaram dramaticamente a atividade fisica espontanea (medido por



sensores infravermelhos no ambiente experimental, que capta o deslocamento do animal)
e aumento no consumo de oxigénio independentemente da fase do ciclo claro/escuro.

A observacédo de que pacientes com um tipo precoce de narcolepsia apresentaram
deficiéncia de neurbnios orexinérgicos (Peyron et al, 2000) foi o primeiro indicio que
revelaria a participacdo decisiva do sistema orexinérgico na narcolepsia. A partir deste
dado, outros estudos foram conduzidos para verificar a participacdo das orexinas no
controle do ciclo sono/vigilia. Camundongos knockout para o gene que codifica o prépro-
orexina, bem como camundongos e cdes com mutacdo do gene que codifica 0 OX2R,
apresentaram fendtipo notavelmente semelhante a narcolepsia (Willie et al, 2003).
Injecédo ICV de OxA em ratos durante a fase clara (periodo inativo do animal) aumentou a
vigilia e diminuiu os periodos de sono paradoxal (Hagan et al, 1999), ainda um estudo de
atividade dos neurbnios orexinérgicos mostrou que durante a fase escura, neurdnios
orexinérgicos expressam o cFos 0 que ndo acontece na fase clara (Sakurai, 2005).
Outros estudos em mamiferos mostram que as orexinas participam do controle do alerta
(Huang et al, 2001; Espana et al, 2001), e tém importante papel na narcolepsia (Lin et
al,1999; Thannickal et al, 2000).

Portanto, pode-se afirmar que o sistema orexinérgico tem participagcdo na
regulacdo do ciclo sonolvigilia, estando ativo durante a fase ativa do animal e inativo
durante a fase de sono. Provavelmente o controle desse sistema se da pela excitacdo de
neurdnios noradrenérgicos do LC, histaminérgicos do TMN e serotonérgicos do nucleo da
rafe (Date et al, 1999; Peyron et al, 1998; Nambu et al, 1999; Brown et al, 2001).

Como visto, as orexinas tém papel no controle do alerta e a atividade dos

neurdnios orexinérgicos é sensivel a condi¢cao energética. Logo, uma possivel funcao das



orexinas sera um papel de modular o estado de alerta em resposta a homeostase
energética interna (Willie et al, 2001). Corroborando esta hipétese, quando comparados
com animais controle, camundongos knockout para o gene prépro-orexina nao reduziram
0 sono, e ndo aumentaram o alerta e a atividade locomotora sob condi¢cées de jejum
(Yamanaka et al, 2003).

Apesar de as orexinas serem extensivamente estudadas em mamiferos, poucos
dados foram produzidos com outras espécies animais. Em peixes foram encontrados
duas populacbes de neurbnios imunoreativos a orexina, uma no hipotalamo anterior,
outra ao longo do terceiro ventriculo na area pré-optica anterior e nuacleo
supraquiasmatico (Kaslin et al, 2004). Injecdes ICV de orexina A e B aumentaram a
ingestao de alimento e quantidade ingerida na primeira hora de experimento no Carassius
auratus (Volkoff et al, 1999). Isso indica participacdo das orexinas no controle da ingestéao
de alimentos e comportamento ingestivos em peixes. Além de aumentar a ingestao de
alimentos, injecbes ICV de OxA aumentam a locomocdo em peixes, e 0 numero de
células imunoreativas a orexina é aumentada pelo jejum nesses animais (Carassius
auratus) (Nakamachi et al. 2006).

Shibahara et al (1999) observaram a distribuicdo de neurbnios imunoreativos a
orexina no cerebro de Xenopus. Os pericarios imunoreativos foram encontradas
exclusivamente no hipotalamo e subtadlamo desses animais. Por outro lado, fibras
contendo orexina foram encontradas dentro e também fora do hipotdlamo de maneira
similar a distribuicdo nos roedores (citado acima). Ainda em anfibios, Singletary et al
(2005), observaram que 0s neurdnios imunoreativos a orexina no sistema nervoso central

da Hyla cinerea estdo centralizados no nucleo supraquiasmatico. Poderia-se atribuir as
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diferencas na distribuicdo dos neurbnios imunoreativos a orexina entre anfibios, a
diferentes especializacdes de cada espécie, um mais terrestre (Xenopus) outro mais
aquatico (Hyla), ou mesmo a diferencas técnicas como o anticorpo utilizado para a
deteccao da orexina (Singletary et al, 2005).

Neurdnios imunoreativos a orexina A e B em aves sédo encontrados no PVN
estendendo para a LH no Carpodacus mexicanus, um passaro migratorio comum na
Ameérica do norte (Singletary et al. 2006). No mesmo estudo, verificou-se que as fibras
desses neurbnios produtores de orexina inervam mais intensamente o diencéfalo e
mesencéfalo, de intensa a moderadamente o metencéfalo e de maneira esparsa o
telencéfalo (Singletary et al. 2006). Mas a primeira evidéncia da presenca de neurbnios
produtores de orexinas em aves veio com o trabalho de Ohkubo et al (2002), que
clonaram o cDNA das orexinas e localizaram os sitios de expressdao do RNAm de orexina
no cérebro de galinhas, além de comparar a expressdo do RNAmM em galinhas com
alimentacdo ad libitum e que passaram por jejum. Os dados (Ohkubo et al. 2002)
demonstram haver semelhanca entre cDNA de orexinas de mamiferos e galinhas,
indicando conservacao evolutiva e mostram que a expressdao do RNAmM de orexina no
cérebro de galinhas foi também muito similar a expressdo no cérebro de mamiferos,
limitando-se ao nucleo periventricular do hipotalamo e hipotalamo lateral. A expressao de
orexinas no hipotalamo de aves foi aumentada, porém nao significantemente, pelo jejum
(Ohkubo et al, 2002).

A verificacdo da distribuicdo do receptor de orexina em varios tecidos de galinhas
foi realizada e os resultados obtidos demonstram forte presenca do receptor no

telencéfalo, hipotdlamo e tecto oOptico, nos tecidos periféricos onde se observou maior
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presenca do receptor no testiculo (Ohkubo et al, 2003). Nesse trabalho o autor utilizou a
linhagem Leghorn, que sdo animais fenotipicamente selecionados para a ovoposicao.

Existem poucas evidéncias sobre o possivel papel das orexinas no controle
ingestivo e nenhuma evidéncia sobre uma possivel acdo comportamental no SNC de
aves. Na Unica publicacdo em aves (Furuse et al, 1999), injecdes centrais de OxA nao
alteraram a ingestdo de alimentos, enquanto injecdbes de OxB diminuiram
significantemente a ingestdo depois de duas horas. Porém, foram utilizados animais
jovens (2 dias), isto €, animais ainda em desenvolvimento, além disso os animais
escolhidos foram da linhagem Broiler. Esta linhagem é resultado de geracdes de selecéo
fenotipica o que pode ter modificado a circuitaria de controle de ingestdo dessas galinhas.
Assim galinhas que amadurecem sexualmente mais cedo séo utilizadas para ovoposicéo
e galinhas de maior anabolismo séo utilizadas para o corte. Assim, 0 papel das orexinas
no SNC de aves foi pouco explorado.

Em mamiferos as orexinas estdo envolvidas no controle do ciclo sono-vigilia
(Nishino, 2007), da ingestao de alimentos (Edwards et al, 1999) e controle possivelmente
de outras atividades referentes ao SNC como controle do sistema nervoso autbnomo
(Monda et al, 2007) e nos mecanismos de adicdo e recompensa (Borgland et al. 2006,
Harris et al, 2007). O fato de que neurdnios orexinérgicos possuem projecdes localizadas
ubiqguamente no SNC revela que eles podem atuar como sistema de projecdo difusa,
assim como sistema serotoninérgico (Barnes e Sharp, 1999) a partir dos nucleos da rafe

ou as catecolaminas a partir do LC, que modulam funces no SNC.



2.0BJETIVOS
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Com o presente trabalho, pretendemos dar prosseguimento ao exame dos
mecanismos de regulacdo de comportamentos ingestivos em aves investigando o papel

das Orexinas neste dominio funcional. Os objetivos especificos do presente trabalho séo:

1. Investigar os efeitos de injecbes centrais (intracerebroventriculares, ICV) de orexina A
(nas doses de 0,2, 0,6, 2 nmol), de orexina B (0,2 ,0,6 ,2 nmol) ou de veiculo (solucdo de

NaCl 0,9%, 5 uL) sobre comportamentos espontaneos (ingestivos e nao-ingestivos).

2. Descrever os efeitos ingestivos a longo prazo (24 h) de injecdes centrais (ICV) de
orexina A (na dose 0,6 nmol), de orexina B (na dose 0,6 nmol) ou de veiculo (solucéo
de NaCl 0,9%, 5 pL).

3. Investigar os efeitos de injecdes centrais (ICV) de orexina A (nas doses de 0,2, 0,6
nmol) ou de veiculo (solucdo de NaCl 0,9%, 5 uL) sobre a mobilizacdo glicose e acidos

graxos livres no plasma.



3.MATERIAL E METODOS
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3.1 Animais

Em todos os experimentos descritos, foram utilizados pombos de ambos os sexos
com peso corporal variando entre 350-450 gramas e mantidos em gaiolas individuais de
arame (50 x 50 x 50 cm, com o assoalho coberto com papel) dispondo de agua e
alimento granulado para aves (formulacédo para aves em crescimento, da SUPRA Ltda,
Itajai, SC) ad libitum em uma sala com temperatura controlada entre 22-24°C e um ciclo
claro-escuro de 12 horas (luz das 7-19 h). Os animais sédo provenientes do biotério central
da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) e antes do periodo de experimento
foram ambientados as condi¢des do laboratorio por no minimo 7 dias. Os protocolos de
experimentos abaixo descritos foram realizados respeitando-se 0s principios éticos de
experimentacdo animal, postulados pelo COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal, 1991) e foram aprovados pelo Comité de Etica sobre o Uso de Animais da
Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA- UFSC, protocolo PPOO0O38/CEUA e

23080.012886/2006-91/CEUA/UFSC)

3.2 Implantacdo de canulas-guia para as injecdes intracerebroventricular (ICV).

Para a cirurgia de implantacdo das céanulas ICV, os pombos foram anestesiados
com uma mistura de xilazina e cloridrato de cetamina [0,33 e 0,66 mg/kg de peso corporal

respectivamente, intraperitoneal (ip)]. Em seguida, os animais foram adaptados ao
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aparelho estereotaxico tendo a cabeca fixada por intermédio de barras posicionadas no
conduto auditivo e no bico, com uma distancia entre os dois pontos ajustados para 16 mm
e formando um angulo de 45°. Previamente (2 minutos antes) a incisdo no escalpo, e a
cada 15-20 minutos durante todo o procedimento, a regido onde o campo cirlrgico se
encontra é infiltrada subcutaneamente com solugdo contendo Lidocaina (2%, sem
adrenalina, anestésico local). Ap6s a assepsia com alcool iodado ou povidine, uma
incisdo longitudinal foi realizada no escalpo para a exposicdo da calota craniana. A
seguir, uma canula guia feita a partir de um segmento de agulha hipodérmica, com 0,7
mm de didametro externo e 15 mm de comprimento, foi posicionada dentro do ventriculo
lateral de acordo com coordenadas descritas por Karten & Hodos (1967). A canula foi
fixada a calota craniana por meio de parafusos e envolvida por acrilico auto-polimerizavel,
formando um conjunto sélido capaz de resistir aos eventuais chogues mecéanicos com a
gaiola e a manipulacéo para injecdes. Em cada canula foi ajustado um mandril de ago
inoxidavel para evitar sua obstrugdo. As injecdes das diferentes substancias foram
realizadas em animais despertos, uma semana apos a implantacdo da canula-guia.
Imediatamente apds os procedimentos cirdrgicos, 0s animais receberam uma injecao
intramuscular (0,1 ml/Kg de peso) de Pentabidtico veterinario, a titulo de profilaxia para
possiveis infeccBes decorrentes da cirurgia e uma injecdo intramuscular de Ketofen
(Merial, um analgésico veterindrio com acao antipirérica e anti-inflamatéria, 1 mg/Kg).

O correto posicionamento da canula foi avaliado durante a cirurgia. Foi utilizado um
circuito de tubo de polietileno e um terminal com manémetro ligado a canula guia e

preenchido com solucédo salina. Quando a canula guia atingiu a coordenada correta este
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circuito foi liberado permitindo a salina que escorresse pelo tubo para o ventriculo no

caso dele ser alcancado.

3.2.1Verificacdo da localizacdo da canula ICV:

ApOs as cirurgias estereotaxicas e pelo menos dois dias antes dos experimentos
0s animais foram injetados com uma dose de 1 nmol de val-5 angiotensina-1l diluida em
solugcédo salina para a verificacdo da posicdo da canula. Experimentos realizados em
nosso laboratorio (Brun et al. 2001) demonstraram que injecbes ICV de val-5
angiotensina-Il  aumentam drasticamente a ingestdo de &agua em pombos (de
aproximadamente 2 para 28 ml, com laténcia de aproximadamente 90 segundos).
Portanto, animais que beberam quantidades condizentes com os efeitos dipsogénicos
provocados pela val-5 angiotensina-ll, apos sua injecdo ICV, foram considerados aptos

para os experimentos.

3.3 Injecao intracerebroventricular de drogas:

As injecdes ICV foram realizadas por meio de uma agulha injetora que excede em
1 mm o comprimento da canula-guia, conectada a uma microseringa (Hamilton®) de 10 ul.
As drogas foram injetadas em um volume de 5 ul, durante um periodo de 2 minutos

(visando minimizar os efeitos de aumentos no volume do liquido céfalo-raquidiano).
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3.4 Solucdes e doses administradas:

De acordo com o pertinente a cada protocolo experimental, as seguintes drogas e

doses foram utilizadas:

-Orexina A (Sigma®; Chemical Co. St Louis, Mo, USA), dissolvido em solucdo de NaCl
(0.9% estéril, livre de pirogénios, pH 7,4; utilizada também nos experimentos de
controle) Nesses experimentos foram utilizadas as doses de 0,2, 0,6 e 2 nmol/animal.
Optou-se por utilizar este espectro de dose baseado em dados de outros
experimentos encontrados na literatura. Estes experimentos (Tachibana et al. 2004;
Kawakami et al, 2000), também conduzidos com peptideos em injecbes ICV e
também com o objetivo de investigar o papel neurofisioldgico, utilizaram doses

semelhantes de peptideos.

-Orexina B (Sigma®; Chemical Co. St Louis, Mo, USA), dissolvido em solucdo de NaCl
(0.9% estéril, livre de pirogénios, pH 7,4; utilizada também nos experimentos de

controle). Foram utilizadas as doses de 0,2; 0,6 e 2 nmol/animal.

-Val-5 angiotensina-Il, (Sigma®; Chemical Co. St Louis, Mo, USA), dissolvido em solucao
de NaCl (0.9% estéril, livre de pirogénios, pH 7,4). Utilizado na dose de 1 nmol por
animal para verificacdo da posi¢cao da canula guia. Dose utilizada conforme justificado

no item 3.2.1.
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3.5 Protocolos experimentais:

3.5.1 Experimento 1: Efeitos de injecbes ICV de orexina A e B sobre comportamentos

ingestivos e ndo ingestivos:

Todos os protocolos abaixo descritos foram realizados apdés um minimo de 7 dias
da cirurgia de implantacdo das canulas-guia e apds o retorno ao peso corporal preé-
cirdrgico, com os animais saciados de agua e comida. Apds cada injecdo, 0s animais
retornaram a sua gaiola-residéncia. O registro comportamental foi realizado por uma hora
e a verificagcdo do consumo de alimento e de agua teve inicio, perdurando por trés horas.
Os animais receberam orexina A (0,2, 0,6 ou 2,0 nmol) ou orexina B (0,2, 0,6 ou 2,0
nmol) ou veiculo.

Durante a primeira hora apés a injecdo da droga, registrou-se continuamente, em
formularios de papel, laténcia para o primeiro episodio, frequéncia e duracdo de
comportamentos ingestivos: agua e alimento, bem como, laténcia, freqiéncia e duragao
de comportamentos néo ingestivos: autolimpeza (AL), locomocéo (LO), imobilidade alerta
(IA), exploracdo do ambiente (EA) e sonoléncia (SO) (VER DESCRICAO ADIANTE).
Apoés 1, 2, 3 e 24 h da injecao foram quantificados: alimento e agua ingeridos. A racéo
perdida no chdo da gaiola foi recuperada para pesagem.

Como controle adicional, registrou-se o consumo diario de agua e de alimento

quarenta e oito horas imediatamente anteriores ao experimento.
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3.5.1.1 Registro comportamental:

imediatamente apdés a injecdo ICV e a reapresentacdo da racdo e agua nos
procedimentos acima descritos, os padrées comportamentais de ingestdo (duracéo,
freqiéncia e laténcia) e outros comportamentos néo-ingestivos exibidos pelo animal
foram registrados durante um periodo 60 minutos. Os critérios de identificacdo destes
comportamentos foram realizados de acordo com o catalogo comportamental
apresentado abaixo (definidos e testados em experimentos anteriores em NOSSO
laboratorio por Steffens e cols, 1997; Hagemann e cols., 1998; Zeni e cols., 1999; Brun e

cols., 2001; Silva e cols., 2004; Hackl e cols., 2005).

Os comportamentos registrados foram definidos como:

1. Comer (“CO"): Comportamento que envolve uma sequéncia de diversos
comportamentos, seguindo um padrao temporal especifico. Primeiramente o
pombo abaixa a cabeca em direcdo ao alimento com o bico completamente
fechado e os olhos bem abertos. Imediatamente ao contato com o alimento, os
olhos se fecham e o bico se abre para segurar 0 grao que fica preso na ponta da
mandibula e da maxila. A cabeca é retirada rapidamente com um breve chacoalhar
gue serve para o grao seguir da ponta do bico para dentro da cavidade bucal. Ao
final da mandibulagdo com a cabeca parada para cima e o bico completamente
fechado, o alimento é engolido;

2. Beber 4gua (“BA”): Comportamento que se inicia quando o animal abaixa a cabeca

em direcdo ao bebedouro com a ponta do bico ligeiramente aberta. O animal
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mergulha o bico no bebedouro sugando o liquido que entra na cavidade bucal por
capilaridade e por movimentos de succéao lingual. Uma vez que esta frase se inicie,
a mesma nao € interrompida, embora sua amplitude possa variar. A fase final
acontece quando o animal ergue novamente a cabeca;

Imobilidade alerta (“IA”): a ave permanece imével, com a cabeca elevada, os olhos
fixos em um determinado ponto e bem abertos, com movimentos de piscar muito
rapidos e esporadicos;

Exploracdo do ambiente (“EA”): neste comportamento o animal permanece no
assoalho da gaiola ou no poleiro ou realizando movimentos angulares e/ou
lineares com a cabeca. Em outros momentos o animal permanece bicando
(comportamento desacompanhado de degluticho) as hastes da gaiola,
comedouros, bebedouros, ou qualquer outro aparato instalado na gaiola;
Sonolento (“SO”): a ave mantém a cabeca fletida e apoiada sobre o peito, pescoco
retraido e penas do peito arrepiadas. O animal permanece com pelo menos um
dos olhos fechados, com movimentos esporadicos de abertura lenta dos olhos,
voltando a fecha-los em no maximo 4 segundos e podera estar apoiado sobre as
duas pernas, uma s0, ou mesmo agachado no chéo da gaiola;

Auto-limpeza (“AL”): movimento de esfregar o bico (ou bicar) nas penas de
qgualquer parte do corpo. Em outros momentos a ave bate as asas de forma
semelhante ao movimento executado durante o v6o, estando, porém apoiado
sobre uma superficie.

Locomocéao (“LO”): qualquer deslocamento dentro da gaiola, o animal deve mover-

se de um ponto ao outro dentro da gaiola ou mesmo subir ou descer o puleiro.
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3.5.2 Experimento 2: Controle a longo prazo da ingestdo de alimentos:

Para a realizacdo deste experimento utilizou-se um sistema instrumentado para
registro de comportamentos ingestivos desenvolvido em nosso laboratério (SIRC,
Sistema Instrumentado para Registros de Comportamentos Ingestivos; Pereira e cols.
2003). Composto por duas células de carga acopladas uma no comedouro outra no
bebedouro e fixadas externamente a gaiola na qual se encontra o animal (Fig. 1). O
comedouro e o bebedouro foram acoplados a vasilhas circulares que serviram de
reservatorio para a comida e a 4gua que extravasavam durante a ingestdo (Fig. 1). O
conjunto de comedouro/bebedouro e vasilha foi conectado as células de carga. Estas
células por sua vez, conectadas a estacao retransmissora, que enviava a um computador
um registro continuo e simultaneo (cinco amostras por segundo) do peso de cada célula.
Estas informacdes eram analisadas sob a forma de gréafico (quantidade x tempo). Dessa
forma, o inicio de um episddio ingestivo era caracterizado por uma oscilacao positiva na
linha de base do gréfico, resultante do peso de uma ou mais bicadas no comedouro ou no
bebedouro que, posteriormente, exibia uma linha de base mais negativa e estavel
caracterizando o término do episddio ingestivo (Fig. 2). Assim, a quantidade ingerida em
cada episédio foi obtida da subtracdo da média de dez amostras de cada linha de base
(anterior e posterior ao evento).

Este equipamento permitiu a medicdo continua de episddios ingestivos de maneira
automatica e mantendo distante o observador do ambiente de registro. Os registros

obtidos permitiram a extracdo de atributos comportamentais importantes tais como, o

momento preciso da ingestdo, a quantidade total consumida, a duracdo do episodio
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ingestivo, a frequéncia de comportamentos ingestivos, o acompanhamento desses
fendbmenos ao longo de um periodo de vinte e quatro horas, a exclusdo da interferéncia
do observador sobre o animal.

Entdo, os efeitos de injecdes ICV da dose de 0,6 nmol de orexina A (n=5), orexina
B (n=5) ou de veiculo sobre a ingestdo de alimentos a longo prazo foi avaliada. No inicio
dos experimentos, os animais foram colocados em uma gaiola de dimensdes e em
ambiente semelhantes aos utilizados para sua manutencéo pré-experimental (Fig 1).

Esta gaiola é dotada de comedouro e bebedouro externos a grade, aos quais 0
animal tem livre acesso por meio de aberturas especialmente construidas, e que estao

apoiados sobre balancas (URANO 1000, precisao de 0.1 g).
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Figura 1: Fotografia do ambiente experimental de registro da ingestédo de alimento e agua. A:
comedouro; B: bebedouro; C: vasilhas de retencédo de comida e agua extravasada; D: células de
carga.

Apbs a cirurgia de implantacdo de canulas intracerebroventriculares (ver acima), os
animais permaneceram nesta gaiola por pelo menos 7 dias antes do inicio dos
experimentos, para recuperacdo e ambientacdo. Os animais tiveram acesso a agua e
comida ao longo de todo o experimento, trocados a cada 24 horas, sempre no mesmo

horario (12:00 horas). Os registros foram iniciados duas horas apos o ligar das luzes do
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ambiente (9:00 horas). As solucdes de teste foram aplicadas nos animais, a ragao, a
agua e a cama de papel foram trocadas e o registro prosseguiu por mais 24 horas. Os
experimentos foram realizados em 2 grupos de 5 animais cada (um grupo recebeu
orexina A e 0 outro orexina B), sendo cada animal controle dele mesmo. Além das
sessfes com administracdo de droga ou veiculo, o animal foi investigado também em
uma sessdo sem qualquer injecdo, iniciada exatamente 24 horas antes da injecdo da

droga ou veiculo.



26

l . Eetagda 1
Edagio Regen
& ®|E| % CAPTURANDQ [sadbl [ smousriacesds[ ol
CAMAL 1 Iilﬂ CAMAL 2 liarna
e : T [
18 : _‘“q 7
L e ¥ e L B 72
12 i J : 70
hheq i e A pagteda . bt dictor e
Lo > : 'J i L
105 Cansumo X f4
104 ' ke R -
iy RO e et g e B T e o s T Rt 2 " <.
y 1) I TREOSURS G e
e : 55
5290 1300 3% 2400 3200 2250 2500 2960
s
CANAL 4 ]u]&i CALIDRADD
D e
250
200
155
100
B
L]
S000 10000 15000 20600 il s}
Fesn -2700 06 Ten

Figura 2: Modelo de grafico gerado pelo SIRC. As bicadas séo identificadas pelos picos do

gréafico. O consumo equivale ao peso antes menos o peso apoés a(s) bicada(s).

3.5.3 Experimento 3: Canulacao da artéria braquial:

Para coleta de sangue, um tubo de polietileno foi introduzido nas artérias braquiais
sete dias depois da implantacdo das canulas-guia ICV. Para a implantacdo da céanula
braquial os animais foram anestesiados por via intra peritoneal (i.p.) e fixados numa mesa
cirdrgica em decubito dorsal, com as asas abertas. Em seguida, as penas da asa foram
retiradas e realizou-se assepsia com alcool iodado no local e feita a incisdo na pele para

o isolamento arterial. Apés esse processo a canula foi introduzida na artéria braquial
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seguido da verificacdo do correto posicionamento da canula na artéria braquial e o tubo
foi preenchido com solucdo contendo polivinilpirrolidone (PVP), heparina (500 Ul/ml),
estreptomicina (2 mg/ml) e penicilina (4800 Ul/ ml) para evitar coagulacdo sanguinea e
contaminagcdo bacteriana. As canulas foram fixadas a artéria através de um fio de

algodao e o mesmo foi utilizado na sutura da pele apds o término da cirurgia.

3.5.3.1 Coleta de amostras sanguineas:

Para avaliacdo das modificacdes metabolicas (AGL e glicemia), as amostras de
aproximadamente 0,6ml de sangue foram retiradas imediatamente antes (tempo 0), 15 e
30 minutos apd6s a injecdo das drogas pela canula guia. As amostras sanguineas
coletadas foram colocadas em tubos heparinizados e centrifugadas a 2000 rota¢cdes por
minuto durante 15 minutos. Depois da separacdo, o plasma foi colocado em tubos e
armazenados a temperatura de -4°C para posteriores dosagens plasmaticas de AGL e

glicose.

3.5.3.2 Determinacao de AGL e glicose plasmatica:

A concentracdo plasmatica de AGL foi determinada de acordo com o método
descrito por Dole e Meinertz (1960), adaptado por Santoro (1967) para pequenos
volumes de plasma e a concentracdo de glicose foi determinada em 20 pl de plasma,

utilizando-se o método glicose oxidase.
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3.6 Andlise dos resultados:

Os dados de consumo de agua, comida, os dados comportamentais (duracéo e laténcia),
bem como os dados de metabdlicos plasmaticos para cada tratamento (OxA ou OxB), em todos
intervalos de tempo estudados, foram analisados estatisticamente por intermédio de uma analise
de variancia (ANOVA de uma ou de duas vias, de acordo com o desenho experimental), seguidas
pelo teste (post hoc) de Duncan. Nos testes estatisticos dos experimentos de ingestdo a longo
prazo foi utilizado ANOVA de duas vias, tendo como fatores o tratamento e o tempo. Nos
experimentos de determinacao dos niveis de glicose e de acidos graxos livres, os valores foram
estdo expressos como médiaterro padrao da média (EPM) da diferenca entre o basal e o pés-
tratamento. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias, tendo como fatores o

tratamento e o tempo. O nivel de significancia adotado nesses procedimentos foi p< 0,05.
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4.1 Experimento 1: Efeitos comportamentais de injecoes ICV de orexinas em
pombos

4.1.1 Efeitos de inje¢Bes ICV de veiculo:

Para melhor entendimento dos dados a seguir, descrevemos os resultados obtidos
com injecdes ICV de veiculo. As injecdes foram seguidas por uma sequéncia de
comportamentos caracteristica. Os eventos comportamentais ap0s a injecao ICV de
veiculo sédo apresentados pela média + erro padrédo da média.

Nestes experimentos, cada animal foi controle dele mesmao, isto €, recebeu injecéo
de veiculo (solucéo salina 0,9%), OxA ou OxB. E importante ressaltar que sempre foi
respeitado o tempo de no minimo sete dias entre as injecbes. Nao houve diferenca
significante entre os grupos controle de OxA e OxB, tanto para os dados ingestivos
quanto para 0os comportamentais.

Ambos o0s grupos controle mostraram uma seqUéncia de comportamentos
semelhante. Logo apods a injecdo o animal fica desperto e explorando o ambiente (Lat
EA= 3,62 £ 2,86 segundos), durante esse periodo também ingere em média 1,27 + 0,28
gramas por 100 gramas de peso corporal de racéo e 1,59 £+ 0,34 gramas por 100 gramas
de peso corporal de agua. Durante esta fase comportamentos como LO (Lat= 525,8+315
segundos), AL (lat= 238,2+69,3 segundos) também sédo freqlentes. Gradativamente o
animal deixa de explorar e locomover-se iniciando uma fase durante a qual o IA
(Lat=261,2+85,2 segundos) € predominante. A partir de vinte minutos do inicio do
experimento comportamental, observa-se episédios de SO (Lat=1208,9 = 298,2

segundos) intercalados com IA.
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4.1.2 Efeitos ingestivos de injecdes ICV de orexinas:

Os resultados a seguir sdo de experimentos realizados para analisar os efeitos das
orexinas sobre a ingestdo e o comportamento ingestivo. A ingestdo de alimentos foi
analisada através de ANOVA de uma via para cada intervalo de tempo (12 hora, 22 hora,
32 hora, soma das 3 primeiras horas, e 24 horas). Consideramos dose como variavel
independente e quantidade ingerida (gramas por 100 gramas de peso corporal) como
variavel dependente e valor significante p< 0,05.

N&do houve modificacdes significantes da ingestdo apds as injecbes de OxA. O
mesmo aumento ndo significante ocorreu na ingestdo de agua na primeira hora. (Tabela
1). Nao houve alteracdo na laténcia, duracéo ou freqiéncia da ingestédo de racédo e agua
(Tabela 3).

As injecdes de orexina B ndo alteraram a quantidade ingerida de racdo ou agua. A
laténcia de ingestdo de &gua foi aumentada pela OxB na dose de 0,6 nmol [F
(3,32)=4,35; p=0,05] (Tabela 4, figura 9) o que ndo ocorreu com a laténcia de ingestédo de
racdo. Nado houve alteracdo na laténcia, duracdo ou frequéncia dos comportamentos

ingestivos nas outras doses de OxB (tabela 4).

4.1.3 Efeitos comportamentais de injecdes ICV de orexinas:

As injecOes ICV de orexina A provocaram o0 aparecimento de um comportamento
esporadico, o bater de asas. O bater de asas € um comportamento caracterizado por

postura ereta, pescoco alongado, extensdo da cabeca e batidas repetidas e frenéticas
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das asas. Esse comportamento ndo foi inserido no catdlogo comportamental por seu
carater esporadico, contudo pode ser relevante examina-lo uma vez que ele também
expressa aumento de atividade. Quando injetado com o veiculo, trés animais
apresentaram o bater de asas (30%), apos injecao de OxA 0,6 nmol cinco animais (50%),
apos a injecdo de OxA 2,0 nmol seis animais (60%) e apds a injecao de OxB 2,0 nmol
dois animais apresentaram (20%). Os animais injetados com OxA 0,2 e OxB 0,2 e 0,6
nao apresentaram o comportamento. Outras alteracdes provocadas por injecoes de OxA
foram aumento no tempo e na intensidade de exploracdo dos animais principalmente nas
duas maiores doses.

A analise estatistica dos comportamentos foi realizada através de ANOVA de uma
via, sendo considerado como variavel independente a dose de orexina A ou B (0,2; 0,6 ou
2,0), e variavel dependente a duracédo (tempo em segundos), a laténcia (em segundos)
ou a frequéncia (nUmero de episoddios comportamentais) de cada comportamento. Este
teste foi seguido de post hoc de Duncan para multiplas comparacdes.

A injecao ICV de Orexina A causou alteracdes nos tempos que o animal emprega
em comportamentos ligados ao alerta (Tabela 6). Na dose de 0,2 nmol, observamos
alteracbes em comportamentos relacionados ao estado de alerta dos animais.
Constatamos diminuicao significante da duracéo de SO [F(3,28)=5,46; p=0,02], aumento
significante da laténcia para SO [F(3,28)= 7,03; p=0,01], indicando o inicio mais tardio
para o inicio deste comportamento. Observamos também diminuicdo significante da

frequéncia de IA [F(3,28)=6,18; p=0,02] e de SO [F(3,28)=4,56; p=0,02].



33

Durante os experimentos notamos que nas doses subsequentes os efeitos de
aumento do alerta foram intensificados. Na dose de 0,6 nmol observamos, além do
aparecimento do comportamento de “bater de asas” (descrito anteriormente), 0 aumento
do alerta caracterizou-se pelo aumento significante da duracdo de EA [F(3,28)=8,43;
p=0,002] e diminuicdo significante de SO [F(3,28)=5,46; p=0,02]. Ainda nesta dose, a
laténcia para SO [F(3,28)=7,03; p=0,01] e IA [F(3,28)=3,77; p=0,01] aumentaram, a
frequéncia de IA [F(3,28)=6,18; p=0,01] diminuiu e a de EA [F(3,28)=3,46; p=0,03]
aumentou (fig. 5, 6 e 8).

Na dose de 2,0 nmol de OxA um aumento muito mais vigoroso do alerta foi
constatado. Novamente observamos alteracdes significantes, porém agora mais intensas
do comportamento de exploracdo, sendo que a duracéao [F(3,28)=8,43; p=0,0001] (fig. 6)
e frequéncia [F(3,28)=3,46; p=0,009] (fig. 8) de EA e de AL [F(3,28)=3,41; p=0,009] (Fig.
7) aumentaram significantemente. Qualitativamente, movimentos mais vigorosos e
rapidos foram observados dose dependentemente apos a injecdo de OxA. Por exemplo,
numa avaliagdo qualitativa baseada em nossas observacdes, durante a EA o0s
movimentos de cabeca tipicos desse comportamento foram acentuados em velocidade e
amplitude. Além disso, estimulos sonoros que antes ndo despertavam a atencdo dos
animais, como o rapido arrulhar de outro pombo (de uma gaiola & qual ndo tinha acesso
visual) ou um barulho fortuito vindo do ambiente extra-biotério, apos as injecdes (e de
maneira dose dependente) faziam o animal explorar seu ambiente intensamente. Em
contrapartida os comportamentos de imobilidade também diminuiram na dose de 2,0
nmol. A duracao [F(3,28)=5,46; p=0,0007] (fig. 5), e frequéncia [F(3,28)=4,56; p=0,002]

(fig. 8) de SO e a frequéncia de IA [F(3,28)=6,18; p=0,0004] (fig.7) diminuiram
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significantemente. Ainda nesta dose as laténcias de SO [F(3,28)=7,03; p=0,0002] (fig. 5)
e 1A [F(3,28)=3,77; p=0,009] aumentaram significantemente.

Orexina B injetada ICV aumentou significantemente a laténcia de BA na dose de
0,6 nmol [F (3,32)=4,35; p=0,01] (tabela 5, fig. 9). A dose de 2,0 nmol diminuiu a
frequéncia de SO [F (3,32)=3,96; p=0,01] (tabela 6, fig. 9), nesta dose os demais
comportamentos ndo foram alterados significantemente, porém pode-se observar
alteracbes nado significantes na dose de 2,0 nmol que diminuiu a duracdo de SO
[F(3,32)=2,40; p=0,08] (tabela 5). As demais doses nao resultaram em alteracdes
significantes no comportamento (tabela 7).

Em resumo, injecdes ICV de OxA aumentaram significantemente o alerta e
comportamentos ligados ao alerta e diminuiram os comportamentos ligados ao sono.

Nenhum efeito ingestivo agudo foi observado nesses experimentos.
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Fig. 3. Ingestédo de alimentos 1, 2, 3, horas ap6s injecao ICV de veiculo (salina 0,9%) ou de A-C Orexina A
(0,2; 0,6; 2,0 nmol; n= 8 ) e de D-F orexina B (0,2; 0,6; 2,0 nmol; n=8). A) Ingestdo na primeira hora, B)
Ingestdo na segunda hora e C) Ingestdo na terceira hora apds injecdo. D) Ingestdo na primeira hora, E)
Ingestdo na segunda hora e F) Ingestéo na terceira hora apds injecao.
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Tabela 1: Efeitos ingestivos de inje¢des IVC de orexina A em pombos. Quantidade de racdo ou dgua em gramas/ 100 gramas de peso

corporal. Valores expressos por média + epm.

OREXINA A
Veiculo (N=8) Orexina 0,2 nmol (N=8) Orexina 0,6 nmol (N=8) Orexina 2,0 nmol (N=8)
1h 2h 3h 1+2+43 24 1h 2h 3h 1+2+3 24 1h 2h 3h 1+2+43 24 lh  2h 3h 1+2+43 24
Rac&o 0,1 03 03 0,3 4,6 0,2 0,2 0,2 0,7 55 0,5 0,3 0,4 12 4,4 03 0,3 0,3 1,0 4,3
+00 +00 +01 +02 +03 |00 00 *00 +00 %09 +01 +01 +00 02 +05 |01 00 *01 +03 03
Agua 0,3 05 03 12 7,5 0,6 0,4 0,2 13 9,6 0,5 0,4 0,6 15 6,8 0,8 0,3 0,5 0,6 7,6
+01 +01 +01 +02 +07 |01 01 +01 +02 +0,8 +01 +01 +02 03 +08 |+02 01 +01 *03 06

Tabela 2: Efeitos ingestivos de injecdes ICV de orexina B em pombos, quantidade de racdo ou dgua em gramas/ 100 gramas

de peso corporal. Valores expressos por média + epm.

OREXINA B
Veiculo (N=6) Orexina 0,2 nmol (N=6) Orexina 0,6 nmol (N=6) Orexina 2,0 nmol (N=6)
1h 2h 3h 1+243 24 1h 2h 3h 1+243 24 1h 2h 3h 1243 24 1h 2h 3h 1243 24
Racdo 04 0,2 0,3 1,0 5,9 0,3 0,3 0,3 1,0 5,7 0,3 0,1 0,1 0,6 5,6 0,3 0,2 0,3 0,9 6,8
+0,1 +00 #01 +01 #06 |[%01 *01 +01 +02 *06 +01 +00 00 +01 +06 +01 +00 +01  *01 +05
Agua 0,7 0,4 0,7 18 9,6 0,5 0,5 0,6 18 12,7 0,5 0,3 0,3 1,2 11,3 0,8 0,6 0,4 1,7 17,1
+0,2 +01 #02 +04 +12 |%01 +01 +02 +03 +24 +03 +01 +00 +04 +16 +02 +01 +02 +04 +53
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Tabela 3: Efeitos nos comportamentos ingestivos da injecdo de Orexina A em pombos ao longo de 1 hora apés injecéo ICV. Duracéo e
laténcia em segundos (s), freqiiéncia em nimero de episddios (n) dos comportamentos ingestivos, Comer (CO) e Beber Agua (BA), expressos em

médiatepm, apds injecdo ICV de OxA.

OREXINA A
Veiculo (n=8) Orexina 0,2 nmol (n=8) Orexina 0,6 nmol (n=8) Orexina 2,0 nmol (n=8)
Comer Dur (s) 39+17,6 92,31£39,2 119+35,1 77,8+£28,0
Lat (s) 903+446,5 1109,7+391,7 773,7+368,9 1368,6+514,7
Fre (n) 2,310,4 5,842,5 9,7+3,4 7,0+2,7
Beber Dur (s) 4,6+1,1 28,3+11,3 13,545,1 27,0+£7,7
Lat (s) 1428,7+557 753,8+272,5 1118,0+412,0 1124,74521,2
Fre (n) 1,1+0,3 3,0+0,9 3,2+1,5 3,7+1,2

Tabela 4: Efeitos nos comportamentos ingestivos da injecdo de Orexina B em pombos ao longo de 1 hora apds injecéo ICV. Duragéo e laténcia em
segundos (s), freqiiéncia em namero de episddios (n) dos comportamentos ingestivos, Comer (CO) e Beber Agua (BA), expressos em médiatepm,
apos injecao ICV de OxB. (*) p< 0,05

OREXINA B
Veiculo (n=6) Orexina 0,2 nmol (n=6) Orexina 0,6 nmol (n=6) Orexina 2,0 nmol (n=6)
Comer Dur (s) 43,3+12 .9 28,2+8,3 47,4+17,8 42,046,2
Lat (s) 525,8+315,9 1714,1+462,0 1368,8+497,7 647,3+184,9
Fre (n) 3,840,7 3,6+1,0 3,0+1,0 3,8+0,6
Beber Dur (s) 24,6+£12,0 21,2475 8,2+4,4 38,3+11,9
Lat (s) 1413,5+505,8 1392,6+402,8 2711,5+448,3 * 325,6+88,2

Fre (n) 2,7+0,8 2,4+0,8 1,610 4,8+1,7




39

Tabela 5: Efeitos comportamentais de injecdes ICV de OxA em pombos ao longo de 1 hora apds injecédo ICV. Duragao, laténcia e frequéncia
dos comportamentos (s = segundos, n = numero de episédios); valores expressos por média + epm. (*) p< 0,05

OREXINA A

Comportamento Veiculo (n=8) Orexina 0,2 nmol (n=8) Orexina 0,6 nmol (n=8) Orexina 2,0 nmol (n=8)
Imobilidade Dur (s) 956,8+216,3 593,1+143,1 404,7+240,7 216,8+140,1
Alerta Lat (s) 375,7+£225,5 1238,2+364,8 2061,1+585,5 * 2239,3+497,5 *

Fre (n)  18,6%1,8 10,1+1,6 * 8,8+4,4 * 2,8+1,2 *
Sonoléncia Dur(s) 871,6+186,8 369,5+164,9 * 329,0+£180,0 * 0,7+0,7 *

Lat (s) 891+459,3 2443,0+468,0 * 2530,1+459,6 * 3483,3+116,6 *

Fre (n)  10,7+2,7 3,3+1,3* 5,2+2,8 0,1+0,1 *
Exploracdo Dur (s) 965,3+138,2 1545,1+269,8 2107,6+297,2 * 2482,1+167,95 *
Ambiente  Lat (s) 3,6x2,8 24,7+24,7 0,0+0,0 0,5+0,5

Fre (n)  32,7+3,9 46,8+8,6 61,2+9,9 * 70,5£11,3 *
Locomocgédo Dur(s) 26,1+7,8 74,7+25,0 75,6+32,6 150,1+67,9

Lat (s) 523,2+283,0 409,3+177,6 213,3+64,4 128,7+40,2

Fre(n) 9124 18,8+5,2 21,347,9 29,1+7,6
Auto Dur (s) 668,6+164,3 896,7+112,4 550,5+188,2 645,2+113,4
Limpeza Lat (s) 147,5+29,0 285,6+85,6 517,6+229,2 148,3+68,1

Fre(n) 16,613 21,0+3,8 19,8+4,0 32,85,1*
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Tabela 6: efeitos comportamentais de inje¢des ICV de Orexina B em pombos ao longo de 1 hora apés injecao ICV.
Duragéo, laténcia e frequencia dos comportamentos. (s = segundos, n = nimero de episodios). Valores expressos por
média £ epm. (*) p< 0,05

OREXINA B
Comportamento Veiculo (n=6) Orexina 0,2 nmol (n=6) Orexina 0,6 nmol (n=6) Orexina 2,0 nmol (n=6)
Imobilidade Dur (s) 1272,5+£175,4 1102,5+207,5 1310,6+£252,2 998,1+265,8
Alerta Lat (s) 261,2+85,2 359,1+128,7 770,5+£307,4 503,0+166,5
Fre(n)  16,5+1,9 14,7+2,4 11,2+1,7 8,5+1,8
Sonoléncia Dur (s) 602,2+180,5 611,9+183,4 330,3+£115,3 44,0+16,2
Lat (s) 1208,9+298,2 1234,2+301,8 1444,7+375,0 2011,1+564,6
Fre (n) 7,7£1,8 7,4+1,5 3,4+1,0 1,3+0,4 *
Exploracdo Dur (s) 1221,0+184,5 1168,4+258,8 1127,6+222,4 1922,1+274,8
Ambiente Lat (s) 261,2+85,2 11,1+7,6 8,418,4 21,5+17,6
Fre (n) 30,9+4,2 34,546,4 31,546,8 45,645,9
Locomocédo Dur (s) 74,615,9 97,6+46,3 75,3+27,9 113,6+40,9
Lat (s) 260,5+43,3 366,6+151,7 377,4+165,1 703,0+£579,9
Fre (n) 14,7+3,7 16,645,6 13,545,7 26,0+6,7
Auto Dur (s) 361,8+84,5 570,2+111,9 664,7+103,6 441,3+81,2
Limpeza Lat (s) 238,2169,2 339,8+150,6 311,31£76,9 151,5+23,4
Fre (n)  11,8+2,2 13,742,5 14,0+2,8 15,0+1,8
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Figura 5. Duragdo de Sonoléncia (SO) e Laténcia para Sonoléncia (SO) ap0s injecao ICV de veiculo
(salina 0,9%) ou de orexina A (0,2; 0,6; 2,0 nmol). (*) p<0,05.



42

DURACAO DE EXPLORACAO DO AMBIENTE
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Figura 6. Duracao de exploracdo doa ambiente (EA) e Laténcia para Imobilidade Alerta (IA) apos
injecdo ICV de veiculo (salina 0,9%) ou de orexina A (0,2; 0,6; 2,0 nmol). (*) p<0,05.
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Figura 7. Frequéncia de Imobilidade alerta (IA) e Auto-Limpeza (AL) apés injecao
ICV de veiculo (salina 0,9%) ou de orexina A (0,2; 0,6; 2,0 nmol). (*) p<0,05.
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Figura 8. Frequéncia de Exploracdo do Ambiente (EA) e sonoléncia (SO) apés injecéo ICV
de veiculo (salina 0,9%) ou de orexina A (0,2; 0,6; 2,0 nmol). (*) p<0,05.
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Figura 9. Laténcia para beber e Frequéncia de sonoléncia apos injecao ICV de veiculo
(salina 0,9%) ou de orexina B (0,2; 0,6; 2,0 nmol). (*) p<0,05.
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4.2 Experimento 2: efeitos ingestivos ao longo de 24 horas de injecoes ICV de
orexinas:

A analise da ingestdo e dos comportamentos ingestivos foi realizada por meio de
ANOVA de duas vias, sendo fatores: o tratamento, as horas (variaveis independentes), e
quantidade ingerida ou duracdo das ingestdes (variaveis dependentes).

A analise estatistica mostrou que ndo houve diferenca significante na ingestao dos
periodos pré-injecao entre os animais testados. Tampouco entre o periodo pré-injecdo e
apos o veiculo. Os animais testados apresentaram padrdo predominantemente diurno de
ingestdo de alimento e 4gua. Os animais apresentaram intensa ingestdo de racdo e agua
no inicio da manha assim que as luzes acendem (entre 7:00 e 10:00 horas) e final da
tarde (entre 15:00 e 17:00 horas). No periodo compreendido entre 10:00 e 15:00 horas os
animais mantiveram consumo de alimentos constante, porém, em menor quantidade que
os periodos anteriormente listados (Figura 10).

Observou-se aumento significante da ingestéo de alimento as 12:00 horas, 4 horas
depois da injecdo, quando tratados com OxA [F(23,240)=1,81; p= 0,01]. Em seguida
houve diminuigdo significante da ingestdo de alimento as 15:00 horas, 6 horas depois da
ingestao [F(23,240)=1,81; p=0,0001]. As demais horas néo apresentaram alteracoes
significantes. Tanto ingestdo hidrica quanto as duracfes dos comportamentos ingestivos
nao apresentaram alteracdes significantes.

Quando comparadas as injecdes de veiculo, as injecdes de OxB ndo provocaram
alteracdes significantes, nem em relacéo a ingestédo de agua e racao, nem em relagcédo as

duragdes dos comportamentos ingestivos (Figura 10).
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Para melhor avaliar a acdo das orexinas sobre a ingestédo de alimentos, realizamos
a analise de ingestdo acumulada. Nessas analises o valor da ingestao da primeira hora é
somado ao valor da ingestdo na segunda hora e assim consecutivamente até 24 horas. A
soma dos valores ingestivos acumulados durante as 24 horas facilita a observacdo de
diferencas de ingestdo. Porém nenhuma diferenca foi observada na ingestdo acumulada

dos animais testados apds a injecéao de veiculo, OxA ou OxB.
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Figura 10. Ingestdo de ragdo ao longo de 24 horas. A. Apos injecdo ICV de veiculo (salina 0,9%) ou
de orexina A (0,6 nmol). B. Apés injecdo ICV de veiculo (salina 0,9%) ou de orexina B (0,6 nmol) (*)
p<0,05. A seta indica 0 momento da injecéo.
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4.3. Experimento 3: Efeitos metabdlicos de injecdes ICV de orexinas:

Nossa andlise estatistica ndo detectou nenhum efeito significante. Apesar de ndo
haver alteracdes significantes, pequena modificacdo das injecoes de OxA sobre as
concentracdes de glicose e AGL pode ser observado (FIGURA 11). A OxA diminuiu a
glicose plasmatica ap6s 30 minutos da injecdo. As concentracdes de AGL também foram
modificadas, sendo que a dose de 0,2 aumentou a concentracdo em 15 minutos e a dose

de 0,6 diminuiu a concentragéo 15 e 30 minutos apds a injecao.

OREXINA A
Veiculo OxA (0,2 nmol) OxA (0,6 nmol)
(n=7) (n=6) (n=5)
Glicose 29616 29315 301+21
mg/100ml
AGL 1,25+0,10 0,93+0,06 1,88+0,38
pmol/ml

Tabela 7. Valores de linha de base para as concentra¢des de glicose (mg/dl) e &cidos
graxos livres (AGL) (umol/ml) no plasma de pombos.
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Figura 11. Concentracdo plasmatica de glicose e AGL apoés injecdo ICV de veiculo (salina

0,9%) ou de orexina A (0,2; 0,6 nmol). Dados referentes a diferenca entre o basal e apds o
tratamento.



5. DISCUSSAO
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Este foi o primeiro trabalho realizado para investigar os efeitos das orexinas no
sistema nervoso central de aves adultas e o primeiro a estudar os efeitos
comportamentais das orexinas em aves. Neste trabalho estudamos os efeitos de injecdes
ICV de orexina no comportamento espontaneo ingestivo e ndo ingestivo e sobre o
metabolismo da glicose a acidos graxos.

Nossos resultados indicam que o efeito comportamental mais notavel de injecdes
ICV de OXA em pombos foi o aumento intenso no tempo dedicado em atividades
locomotoras e exploratérias, evidente entre 10 e 20 minutos apds as injecOes deste
peptideo. Os dados que corroboram os efeitos da OxA em aumentar o alerta foram o
aumento na duracdo e frequéncia do comportamento de exploracdo do ambiente e o
aumento da frequéncia de auto-limpeza. E importante ressaltar o aumento na frequéncia
do comportamento esporadico de bater asas, o que em conjunto com os dados anteriores
evidencia o aumento do alerta. Colaborando com essas observacbes, de forma
antagonica ao aumento do alerta, observamos que o comportamento de sonoléncia inicia-

se mais tarde e a duracéo e frequéncia deste comportamento diminuiram.

Nossos dados sugerem também que injecdes ICV de OXA, em doses que
provocam respostas hiperfagicas em roedores e peixes (Sakurai et al,1998; Volkoff et al,
1999), ndo modificam significantemente a ingestédo de alimentos ou de agua nos pombos.
N&o ocorreram mudancas nos tempos dedicados a ingestdo de agua ou racdo. Também
nao houve diferenca significante nas laténcias e frequéncias dos comportamentos
ingestivos, indicando nao haver participacdo das orexinas na modulacdo desses

comportamentos. Pudemos notar uma tendéncia (ndo significante pelo exame estatistico
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que empregamos) de aumento nas quantidades de alimento ingerido nas primeiras 3
horas apds injecdes das doses de 0,6 e 2,0 nmol de OXA. E possivel que este modesto
incremento ingestivo deva-se mais ao notavel aumento na atividade exploratéria
observada nos registros comportamentais, levando o animal a elevar a ingestdo como
consequéncia de uma maior exploracao de todo o ambiente, inclusive o pote de racdo. A
hipétese do aumento da ingestao de alimento como resultado do aumento da exploracéao
€ corroborado pelo aumento néo significativo (pelos testes estatisticos empregados) da

ingestao de agua.

Os resultados dos experimentos de ingestdo a longo prazo indicam que a OxA
aumentou a ingestdo de alimentos apds 4 horas da injecdo. O aumento da ingestao
poderia ser indicio de uma atuacdo tardia na ingestdo de alimento pelo peptideo. No
entanto, uma observacdo mais minuciosa dos dados brutos dos animais ndo mostra
aumentos consistentes na ingestdo de racao por todos os animais da amostra. A analise
dos dados brutos mostrou o0 aumento de ingestdo por um dos animais da amostra o que
resultou na diferenca estatistica. Outra hipétese é a de que o aumento na atividade
exploratoria observada nos registros comportamentais tenha perdurado, e levado o
animal a aumentar a ingestdo como consequéncia. Isto €, aumenta a probabilidade de o
pombo injetado com OxA, mais ativo, explorar todo o ambiente, inclusive o pote de racao.
As duracbes dos comportamentos de ingestdo também foram avaliados e néo
observamos modificacGes significantes. A analise de ingestdo acumulada revelou haver

diminuicdo na ingestdo de alimentos apds 6 horas da injecdo de OxB. N&o foram
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observadas outras alteracdes na ingestdo de agua ou racdo. Nenhuma alteracéo foi

detectada na duracédo dos comportamentos ingestivos.

Em parte nossos dados confirmam os resultados de Furuse et al. (1999), no qual
pintos de 2 dias receberam injecdo ICV de OxA ou OxB nas doses de 0,3 e 3,0 nmol.
Furuse et al. (1999) ndo observaram alteracdes na ingestao de alimentos apos injecdes
de OxA nas 2 horas avaliadas. Da mesma forma, nossos resultados também néo
apontam na direcdo da participacdo do controle a curto prazo da ingestdo de alimentos

pela OxA.

As dosagens de substrato energético ndo foram significantemente modificadas
pela injecdo de OxA. Por outro lado, modificacdes ndo significantes ocorreram, o que
indica fraco efeito sobre a mobilizacdo de substrato energético por este peptideo. Porém
nao podemos descartar que em doses maiores e com uma amostra maior, possiveis

efeitos possam ser detectados.

Em resumo, nossos dados sugerem que em aves, os efeitos da OxA sejam de

aumentar a atividade exploratéria e a vigilia.

Os resultados obtidos apds injecbes ICV de OxB mostram que nao houve
alteracbes agudas na ingestdo de alimentos e nos comportamentos ingestivos. Injecdes
de OxB (0,3 e 3,0 nmol) realizadas por Furuse et al (1999) diminuiram a ingestdo de
alimentos apés 2 horas. Furuse et al. (1999) descartaram a atuacdo da OxB como
peptideo hipofagico apds experimento de privacdo de alimento. Nesses experimentos a
OxB néo reverteu a hiperfagia causada pelo jejum. Em nossos experimentos nao

observamos alteracbes agudas na ingestao de alimentos apos injecdes de OxB. O que é
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curioso, porgue tanto a OxA quanto a OxB mantém relevante conservacao filogenética de
suas sequéncias de DNA em diferentes classes de vertebrados incluindo galinha (Sakurai
et al 1998; Shibahara et al, 1999; Ohkubo et al, 2002). Além disso, o cDNA clonado para
o receptor de orexina em galinhas apresenta 80% de similaridade com o OX2R de
mamiferos (Ohkubo et al, 2003). As orexinas A e B se unem com afinidade similar ao
OX2R, enquanto a OxA tem afinidade 10 vezes maior pelo OX1R (Sakurai et al, 1998) o
que nos permitiria esperar atividade qualitativamente similar dos dois peptideos. Embora
nao possamos explicar a auséncia de efeitos da OxB no pombo, nossos dados indicam
que a OxA interage com o receptor de orexinas de aves provocando intenso aumento do

alerta.

Foram em ratos, as primeiras observacfes que constataram que injecdes ICV de
OxA aumentam a ingestdo de alimentos (Sakurai et al, 1998; de Lecea et al,1999).
Sakurai et al. (1998), foi o primeiro a demonstrar os efeitos orexigénicos das orexinas,
medindo o consumo acumulado observou aumento da ingestdo na primeira, segunda e
quarta hora de experimento tanto para injecbes de OxA quanto para OxB. No entanto,
ndo observamos alteracbes desse tipo em noOsSsos experimentos. Experimentos
realizados em peixes também demonstram o aumento no consumo de alimentos e nos

comportamentos ingestivos apos injecao ICV de OxA (Volkoff et al, 1999).

N&o ha registros de experimentos de ingestdo de alimentos em anfibios e répteis.
Entretanto existem dados na literatura mostrando existir neurénios orexinérgicos e sua
localizacéo no hipotalamo de répteis e anfibios (Singletary et al, 2005; Shibahara et al,

1999).
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Nos experimentos comportamentais, injecoes de OxA principalmente nas doses de
0,6 e 2,0 nmol provocaram modificacdes no comportamento. Os comportamentos ligados

ao alerta e exploracéo (EA, IA) tiveram sua duracdo aumentada.

Em roedores, algumas observacfes indicam a importante participacdo das
orexinas no controle do alerta. Quando injetado ICV em ratos durante o periodo claro, a
OxA aumenta a vigilia e diminui a duracéo do sono paradoxal e ndo-paradoxal (Hagan et
al. 1999). Além disso os neurbnios orexinérgicos do LH tém expressdo de c-Fos
diminuida durante o sono induzido por injecdo de agonista adenosinérgico (A;) (Satoh et
al. 2006). Outro estudo mostra que a expressao de C-Fos em neurdnios orexinérgicos é
aumentada durante a fase escura (periodo ativo) (Estabrooke et al. 2001). Experimentos
similares foram também realizados em roedores diurnos, que tiveram c-Fos aumentado
no periodo ativo (Kodama et al. 2005). Dosagens dos niveis de orexina no liquido
cefalorraquidiano durante o periodo claro e o periodo escuro evidenciam aumento dos
niveis no periodo escuro, e diminuicdo no periodo claro (periodo inativo do animal)

(Yoshida et al. 2001).

Existe semelhanca entre a atividade dos neurbnios orexinérgicos e a de outros
grupos de neurdnios: os noradrenérgicos do LoC, os serotonérgicos da Rafe Dorsal , e 0s
histaminérgicos do TMN. Esses neurbnios estdo ativos durante a vigilia, menos ativos
durante o sono de ondas lentas, e inativos durante o sono paradoxal. Nambu et a.l
(1999), Peyron et al. (1998) e Date et al. 1999, demonstraram que existem projecfes em
ratos dos neurdnios orexinérgicos para esses sitios do tronco encefalico. Marcus e

colaboradores (2001) verificaram a presenca de receptores OXR1 e OXR2 nos mesmos
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nacleos. As projecdes das fibras orexinérgicas e a co-localizacdo dos receptores nesses
nacleos sugerem a participacdo orexinérgica na ativacao do sistema reticular de ativacao
ascendente. Em aves a distribuicdo de fibras orexinérgicas € semelhante a distribuicéo
em mamiferos, sendo que no tronco encefalico do Carpodacus Mexicanus observou-se
inervacdo do LoC (Singletary et al. 2006). Este padrédo de inervacao orexinérgica de
nacleos monoaminérgicos do tronco cerebral pode representar um substrato
neuroanatdmico importante pelo quais circuitos orexinérgicos participam do controle da

atividade cerebral e dos estados de alerta.

A locomocdo também €& um comportamento alterado por injecdes de OxA em
mamiferos. Injecbes de OxA no LH e no Nucleo Acumbens de ratos aumentou a ingestéao
de alimentos e a locomocéo (Kotz et al. 2002; Thorpe e Kotz, 2005). A atividade for¢cada
aumenta a concentracdo de OxA no liquido cefalorraquidiano de ratos (Martins et al
2004). Outro dado mostra que injecdo de OxA, mas ndo de OxB aumenta a duracéo dos
comportamentos ingestivos e da duracdo da locomocdo em peixes (Nakamachi et al
2006). Apesar de ndo observarmos aumentos significantes no comportamento de LO, é
importante ressaltar que o pombo € um animal que explora seu ambiente mais
visualmente, portanto o explora com movimentos de cabeca tipicos do que chamamos de
EA. Os ratos sdo animais mais olfativos e para explorar seu ambiente necessitam
locomover-se por ele como observado por Kotz et al (2002). De modo semelhante os

peixes se utilizam desse artificio Nakamachi et al (2006).

Outra observacao digna de nota € o aumento na freqiéncia do comportamento do

“Bater de Asas”. Esse comportamento € caracterizado por postura ereta, alongamento
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cervical e bater intenso das asas. Na literatura esse comportamento foi relacionado ao
estresse (Debut et al, 2005) e como indice de locomoc¢éao em galinhas (Abbasnejad et al,
2005). Foi observado o aparecimento deste comportamento apos injecdes ICV de
ACTH(1-24) em pombos (Devich & Delius, 1981) e galinhas (Panksepp & Normansell,
1990) sugerindo um estado de alerta semelhante ao de medo/ansiedade. Portanto é
possivel que o0s circuitos orexinérgicos em aves estejam ligados também a

comportamentos de estresse/medo, além da sua ligacao com a vigilia.

O receptor de orexina nas aves é mais semelhante ao receptor OXR2 do
mamifero, também expresso ubiquamente no SNC desses animais (Ohkubo e cols.
2003). Os OXR2 em mamiferos tém sido relacionado com a narcolepsia (Lin e cols. 1999;
Chemeli e cols. 1999; Hara e cols. 2001; Willie e cols 2003). Estes trabalhos descrevem a
mutacdo ou Knock-out do gene que transcreve o OXR2 como causa da doenca. Portanto
a falta do receptor para orexina do tipo 2 (OXR2) em mamiferos leva a episodios
esporadicos de sono. Conseqiientemente, a presenca de receptores de estrutura quimica
semelhante em aves sugere que os efeitos de aumento de vigilia e diminuicdo da
sonoléncia apoés injecdo de OxA encontrados neste trabalho sejam devidos a acao

equivalente do receptor nesses animais.

A partir do exposto, podemos concluir que injecdes de OxA causam modificacOes
comportamentais em pombos, causando aumento intenso da vigilia e exploracéo.
Todavia, injecbes ICV de orexinas nao alteraram a ingestdo de alimentos e os
comportamentos ingestivos nesses animais. Sendo assim, nos vertebrados o sistema

orexinérgico tem papel diferente entre as espécies (Fig. 12). Em roedores o sistema
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orexinérgico participa do controle da vigilia, locomocédo e ingestdo de alimentos. Em
peixes 0 sistema orexinérgico participa do controle da locomocdo de ingestdo de
alimentos. Como demonstramos, em aves, 0 sistema orexinérgico participa do controle da
vigilia e locomocdo. Sendo assim as funcdes relacionadas ao alerta sdo as mais
disseminadas entre as espécies de vertebrados estudadas até agora, do que funcéo

relacionada a ingestdo de alimentos. Portanto o papel na vigilancia parece ser o atributo

funcional conservado nos vertebrados.

m== Alerta/exploragao
== |Ingestao de alimentos

—— Locomogao

—

NA

Figura 12. Cladograma referente as fun¢des conhecidas das orexinas.
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