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"We came so far, we came so far

So deeply wounded and so scarred onr despair-ridden hearts
Frail as we are, frail as we are

Firmly united we will stand "til the world falls apart”

(Sami Lopakka, Despair-Ridden Hearts, Century Media records, 2005)






RESUMO

Introdugdo: A imobilidade ténica (IT) é uma resposta defensiva inata,
presente em vertebrados e invertebrados, caracterizada por um estado
reversivel de profunda inibi¢io comportamental, acompanhada de uma
diminui¢do de responsividade e perda total ou parcial do ténus
antigravitacional. A IT é um comportamento conservado em vertebrados,
podendo set observado em diversas espécies de peixes, anfibios, répteis,
aves ¢ mamiferos e nestes animais ¢ desencadeado pela contencio e
restricdo de movimentos do animal. A IT, portanto, parece ser uma
resposta defensiva utilizada como ultimo recurso durante o ataque de
predadores. Estudos sobre este fenémeno, realizados principalmente em
mamiferos (roedores e lagomorfos) e aves (galiformes) verificaram que a
IT ¢é acompanhada de uma série de alteracdes de varidveis fisiologicas
como pressio arterial, frequéncia cardiaca, temperatura ¢ de niveis
plasmaticos de glicocorticdides comparaveis aquelas observadas em outras
reacOes defensivas. Entretanto, esta reacdo fol pouco estudada do ponto
de vista etolégico e fisiolégico em pombos (C. /ivia). Mesmo em
mamiferos e galiformes, pouco se conhece sobre os circuitos encefalicos,
especialmente circuitos mesencefalicos e limbicos, que atuam no controle
deste comportamento. Métodos: Neste trabalho descrevemos o
comportamento de I'T em pombos e realizamos um estudo sobre atributos
etolégicos da IT, como a sua distribuicdo em uma coorte e habituagio por
meio de re-testes. Também foram avaliados parametros fisiolégicos de
temperatura corporal interna e frequéncia cardfaca (FC) em pombos
durante a IT, utilizando aferéncias através da implantacio de sensores
telemétricos na cavidade celomatica, bem como a avaliagdo da temperatura
corporal externa utilizando termografia por detec¢do de infravermelho.
Utilizando métodos imunoistoquimicos para detecgdo da proteina c-Fos,
verificamos o padrio de ativagdo neural em diversas regides mesencefalicas
e limbicas de pombos apés a inducio da IT, ou manipulagio em
comparacdo com pombos nao-manipulados, e, no hipotalamo, verificamos
a ativagio de células CRH+ utlizando dupla marcagio CRH/c-Fos.
Resultados: Durante a IT, pombos apresentaram movimentos palpebrais

e movimentos de cabe¢a que se alteram com o tempo em imobilidade. O



comportamento de IT é prevalente na populagido sendo que apenas 5%
dos animais ndo exibe imobilidade ap6s a contengdo. A duracio de IT em
pombos ¢ alterada quando o teste é repetido por 4 vezes em intervalos de
7 dias ou 24h, entretanto, 4 repetices i fandem parecem aumentar, ainda
que de maneira nio significante a dura¢do da imobilidade. Tanto a
temperatura interna quanto a FC aumentam de maneira significante nos
periodos iniciais da IT, porém estes aumentos também podem ser
observados em animais apenas manipulados. A temperatura corporal
externa diminui em uma relacdo linear com a duragio da IT. A induc¢io da
IT promove o aumento da expressio de c-Fos em areas mesencefalicas: n.
intercolicular (lateral e medial), substancia cinzenta periventricular e n.
mesencefalico lateral, e limbicas: Arcopallium dorsal, Arcopallium
itermédio, regiao dorsolateral ventral do hipocampo, area septal lateral e do
nucleo intersticial da estria terminal. No hipotdlamo, tanto a I'T quanto a
manipulagdo provocaram um aumento da ativacio de células CRH+.
Conclusdo: A IT é um comportamento prevalente em pombos e nio é
homogéneo em sua duragdo. Tanto a I'T quanto a manipulagdo promove
respostas fisiolégicas de temperatura e FC semelhantes, sugerindo que
essas respostas sejam comuns ao estresse em pombos. A inducgdo da IT
promove ativagdio de 4reas mesencefdlicas compardveis a regido
periaqueductal de mamiferos (PAG), também envolvida com
comportamentos de defesa. A inducdo da IT promove a ativacio de
regides limbicas no encéfalo do pombo compariveis a areas que também
estdo envolvidas em respostas defensivas em mamiferos, sugerindo que
esta resposta ¢ modulada por circuitos prosencefalicos descendentes e que
circuitos controlando essa resposta podem ser conservados em amniotas.

Palavras chave: Imobilidade toénica, comportamento defensivo,
temperatura corporal, frequéncia cardiaca, Mesencéfalo, Sistema limbico,
Pombos (Columba livia).



ABSTRACT

Introduction: Tonic Immobility (TT) is as innate defensive response, seen
in vertebrates and invertebrates, characterized by a reversible state of
profound behavioral inhibition, accompanied by a lack of responsiveness
ad partial or total loss of antigravitational tonus. TI is a conserved behavior
across vertebrates, being observed in several species of fish, amphibians,
reptiles, birds and mammals. In these animals, the TI is achieved by
restraining the animals movements in a inverted position. Therefore, TT is
interpreted as a defensive response utilized as the last resort against
predator attacks. Studies about this phenomenon, done especially in
mammals (rodents and lagomorphs) and birds (galliforms) showed that T
is accompanied by a series of alterations of physiological variables such as
arterial pressure, heart rate, temperature and plasmatic levels of
glucocorticoids comparable to those seen in other defensive reactions.
Nevertheless, this reaction was studied to a lesser extent, regarding its
ethological and physiological features in pigeons (C. /via). Even in
mammals and galliform birds, little is known of the encephalic circuitry,
especially of the mesencephalic and limbic, that controls this behavior.
Methods: In this study we describe the TI behavior in pigeons and its
ethological attributes, as well as its distribution in a cohort and its
habituation by means of re-testing. Heart rate and core temperature during
TI were also evaluated by implanting telemetric sensors into the celomatic
cavity of pigeons. External body temperature during TI was evaluated
utilizing thermographic detection of  infrared. Utilizing
immunohistochemical detection of c-Fos we evaluated de pattern of neural
activation in mesencephalic and limbic brain regions after TT induction or
handling in comparison with non-handled controls, and, in the
hypothalamus we assessed the activation of CRH+ cells in the PVN
utilizing double-labeling CRH/c-Fos. Results: We found that TI is a
prevalent behavior in a cohort of pigeons whereas only 5% of animals
failed to become immobile after movement restraint. During TI they
presented eyelid and head movements that changed over TI duration. The
TI duration in pigeons is not altered after 4 repetitions in intervals of 7
days or 24 hours, however 4 repetitions 7 fandem seemed to increase (not



significantly) the TI duration. Both the core temperature and heart rate
showed increases in the beginning of TI of pigeons; however, these
increases were not significantly different from those observed after
manipulation; We found that the external temperature of pigeons linearly
decreases with the duration of tonic immobility. TI induction in pigeons
caused an increase in c-Fos expression in mesencephalic areas:
intercolicularis (lateral e medial), stratum griseum periventriculares and n.
mesencephalicus  lateralis pars dorsalis and limbic areas: dorsal
Arcopallium, Arcopallium intermedium, ventral dorsolateral region of the
hippocampus, lateral septal area and in the bed nucleus of the stria
terminalis. In the hypothalamus, both IT and handling increased de
number of activated CRH+ neurons Conclusion: Tonic immobility is a
prevalent behavior in pigeons. This behavior is not homogenous. Both TI
and manipulation promote physiological responses of temperature and
heart rate, suggesting that these responses are common to stress reactions
in general and not byproducts of the TI itself. The induction of TI
promotes increases in neural activity in mesencephalic regions comparable
to the mammalian periaqueductal region (PAG), also implicated in the
control of defensive behaviors. The IT induction elicit neuronal activity in
limbic regions of the pigeon brain comparable to areas that are also
involved with defensive responses in mammals, suggesting that this
response is modulated by descending prosencephalic pathways, and that
the circuits controlling this response may be highly conserved in amniotes.

Keywords: Tonic immobility, Defensive behavior, body core temperature,
heart rate, Mesencephalon, Limbic system, Pigeons (Columba livia)
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1. INTRODUCAO

A imobilidade tonica (IT) é uma resposta defensiva inata, presente
em vertebrados e invertebrados, caracterizada por um estado reversivel de
profunda inibicio comportamental, acompanhada de uma diminui¢do de
responsividade e perda total ou parcial do tonus antigravitacional
(GALLUP e RAGER, 1996).

O primeiro registro sobre este fenémeno foi atribuido ao
estudioso e padre jesuita, Athanasius Kircher em 1671 (MASER e
GALLUP, 1977, CLERICI e al, 2012). Em sua obra Ars magna lucis et
umbrae, Kircher apresenta uma breve descricio com ilustracbes de uma
galinha que apds uma contencio e "demonstrando um esforco infrutifero
para se levantat", permanece imével junto a uma linha desenhada no chao
(KIRCHER, 1671). Maser e Gallup (1977) revisaram grande parte da
bibliografia disponivel sobre a IT desde o século XVII até a década de
1970. Inicialmente, a imobilidade tonica era tratada como um tipo de
"hipnose animal" e muitas vezes relatada como uma mera cutiosidade do
comportamento dos vertebrados "inferiores" (MASER e GALLUP, 1977,
CLERICI ¢/ al., 2012). Como setia o esperado, 300 anos de relatos sobre
esse fenébmeno geraram uma grande riqueza de descri¢des e interpretacSes,
e até mesmo grandes nomes da biologia como Darwin e Pavlov se
propuseram a explica-lo. Em um ensaio péstumo publicado em 1883,

Darwin escreveu sobre a IT:

"Animals feigning, as it is said, Death—an unknown state to each living
creature—seemed to me a  remarkable instinet. I agree with those anthors who think
that there has been much exaggeration on this subject: I do not doubt that fainting
(1 have had a Robin faint in my hands) and the paralyzing effects of  excessive  fear
have sometimes been mistaken for the simulation of death." (DARWIN, 1883
p.363)

Darwin interpretou a imobilidade ténica como sendo uma
paralisia induzida por medo. Para ele, a IT seria um comportamento

desencadeado "instintivamente" por animais em situacoes de ameaca. Por

25



outro lado, o fisiologista russo Ivan Pavlov acreditava que a IT se tratava
de um comportamento reflexo da contencdo e de sua inescapabilidade. Na
visdo de Pavlov esse comportamento setia consequéncia de uma inibicao
cortical reflexa, e em sua concep¢do apresentava caracterfsticas, tais como
atonia, que ecle comparou a estados de sono (PAVLOV, 1961). Pavlov
também discute a terminologia aplicada para descrever o fendémeno, em
especial o termo "hipnose animal”, o qual acreditava ser incorreto
(PAVLOV, 1961).

De fato, um dos problemas encontrados na literatura sobre a I'T e
que deve ser considerado, ¢ a terminologia aplicada ¢ utilizada em suas
descri¢des. Principalmente em trabalhos publicados antes de 1990, os
termos hipnose animal (LIBERSON, 1948), imobilidade ativa (KLEMM,
1989), imobilidade fasica (KLEMM, 1976), imobilidade dorsal (ROVEE e
LUCIANO, 1973), imobilidade reflexa (MCGRAW e KLEMM, 1969) e
imobilidade tonica (HOAGLAND, 1928) sao utilizados como sinénimos
para definir o mesmo fenémeno, gerando uma certa confusio para a
realizagdao de uma revisdo bibliografica abrangente sobre o tema.

Parte da confusdo sobre a terminologia parece emergir das
interpretacdes iniciais sobre o fenémeno que inclufam comparacOes
analogicas com catalepsia, tanatose, paralisia e etc. (GALLUP, 1974), bem
como, de especulagdes geradas em estudos obsetvacionais sem grande
rigor cientifico (para revisao ver: GALLUP, 1974).

Estudos das décadas de 1960 e 1970, realizados principalmente
por W.R. Klemm, Gallup e colaboradores, contribuiram para refutar a
hipétese da hipnose animal e, analisando uma série de experimentos
comportamentais, propuseram a idéia de que a I'T seria parte do repertério
defensivo dos animais e atuaria como uma resposta extrema em situagdes
inescapaveis durante o ataque de predadores (GALLUP, 1974).

Algumas evidéncias, frutos de experimentos realizados em
diversas espécies, contribuiram para a idéia de que a I'T teria caracteristicas
defensivas, ou ainda, seria um comportamento relacionado ao medo. Por
exemplo, galinhas (Gallus gallus) e lagartos (Anolis carolinensis) apresentados a
olhos artificiais mostram um aumento da duragio de IT (GALLUP, NASH
e ELLISON JR, 1971; HENNIG, 1977). A apresentacio a predadores
vivos ou artificiais também promove o aumento do estado de imobilidade
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em galinhas (GALLUP, NASH e ELLISON JR, 1971). Outros estimulos
aversivos, apresentados a diversas espécies, como isolamento social
(LIBERSON, 1948), separac¢io maternal (SALZEN, 1963), manipulacSes
prévias (PARKER, 1971) ou a exposi¢do a ambientes desconhecidos
(ROVEE, AGNELLO e SMITH, 1973) também aumentam a duragio da
IT. De maneira semelhante, a aplicacio de choque nas patas também
promove um aumento da duragdo da IT em lagartos (EDSON e
GALLUP, 1972) e galinhas (GALLUP, CREEKMORE e HILL III, 1970).
A apresentagdo de um tom sonoro, previamente pareado a um choque nas
patas, também potencializa de maneira significante a duracio da IT em
galinhas (GALLUP, ROSEN e¢ BROWN, 1972). Esta modula¢io da IT
por eventos aversivos parece contribuir para a hipétese de que a IT, de
fato, é um comportamento defensivo dos vertebrados.

Comportamentos defensivos sdo padrdes comportamentais
presentes em todas as espécies animais (BLANCHARD ez 4/, 1991). A
habilidade inata de uma espécie de executar comportamentos defensivos
bem coordenados em resposta a estimulos ambientais potencialmente
nocivos possui alto valor adaptativo e é indispensavel para a sobrevivéncia
da mesma (BLANCHARD e a/, 1991). E importante notar que tais
reagoes estdo fortemente associadas ao contexto ambiental e a propria
natureza do estimulo. Dado um estimulo nocivo, existem quatro principais
tipos de reacées defensivas estereotipadas observadas em quase todos os
grupos animais: 1) Fuga, 2) Ameaca defensiva 3) Luta e 4) Imobilidade ou
inibicdo comportamental. A forma de defesa expressa pelo individuo esta
fortemente ligada ao ambiente onde ocorre o confronto e a distancia do
estimulo (e.g, distincia do individuo em relagio ao predador)
(BLANCHARD e¢f al., 1991). Roedores expostos a um predador tendem a
apresentar um comportamento de fuga caso a distancia seja grande (1-5 m)
e a fuga seja possivel (BLANCHARD, FLANNELLY ¢ BLANCHARD,
1980).

Também foi mostrado que a velocidade da fuga aumenta a medida
que a distancia do predador diminui (YDENBERG e DILL, 1986). Em
distancias muito pequenas em relacdo ao estimulo, sem condigbes patra
fuga, a tendéncia observada ¢é que os animais expressem mais
comportamentos de ameaca e luta (BLANCHARD, FLANNELLY e
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BLANCHARD, 1986) ou, paradoxalmente, inibam completamente os
movimentos (imobilidade) (MISSLIN, 2003). Dessa maneira a I'T pode ser
interpretada como uma rea¢io defensiva de intensa imobilidade que ocorre
quando a distancia predador-presa é minima e nido ha possibilidade de fuga
(MARX e al., 2008). Nessas situacdes extremas, o comportamento de IT,
muitas vezes interpretado como "fingir de morto", pode fazer com que o
predador perca o interesse na presa possibilitando uma fuga em uma
oportunidade de distragio. De fato, isso patece ocotrrer e foi registrado em
algumas situagdes na natureza (FRANCQ, 1969; PARKER, 1971;
SARGEANT e EBERHARDT, 1975; MISSLIN, 2003).

Em condi¢ées de laboratério, a IT pode ser induzida através da
contengdo fisica do animal em uma posi¢io invertida (decubito dorsal) e
uma subsequente liberagdo, promovendo imobilidade que pode ter uma
duragdo de alguns segundos até algumas horas, dependendo do individuo
ou da espécie (GALLUP e¢ RAGER, 1996). A inducio da IT em
laboratério, possibilita o estudo sistematico da fisiologia desse
comportamento (GALLUP e RAGER, 1996), bem como a avaliagdo dos
efeitos de farmacos sobre sua expressio (e.g. OLSEN, HOGG e LAPIZ,
2002; DA SILVA, COIMBRA e¢ MENESCAL-DE-OLIVEIRA, 2012;
FERREIRA e MENESCAL-DE-OLIVEIRA, 2012).

Os estudos sobre a IT estdo concentrados, em sua maioria, em
aves e mamiferos. Porém, esse fendbmeno é extremamente conservado em
vertebrados e pode ser induzido de maneira semelhante em individuos de
diversas espécies. Elasmobranquios (tubardes e raias) e teledsteos (peixes
6sseos), a0 terem sua posi¢io invertida por um experimentador, exibem
imobilidade  tonica (DAVIE, FRANKLIN e GRIGG, 1993;
HENNINGSEN, 1994; WELLS, MCNEIL ¢ MACDONALD, 2005). A
IT também foi reportada em anfibios anuros (sapos e ras) e urodelos
(salamandras) (BRODIE JR, JOHNSON e DODD JR, 1974
GARGAGLIONI, PEREIRA ¢ HOFFMANN, 2001; TOLEDO,
SAZIMA e HADDAD, 2010) e reptéis (Squamata, lagartos e serpentes)
(PRESTRUDE e CRAWFORD, 1970; PARKER, 1971; EDSON e
GALLUP, 1972; BURGHARDT e GREENE, 1988; DAVIES ef a/., 2002;
GREGORY, 2008). Em aves a IT foi extensamente estudada em
galiformes como codornas (Coturnix coturnix _japonica) (MILLS e FAURE,
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1991) e galinhas (JONES, 1986) e, em menor grau, em columbiformes
(RATNER, 1967), anseriformes (SARGEANT ¢ EBERHARDT, 1975) ¢
passeriformes (BRUST, WUERZ ¢ KRUGER, 2013).

Finalmente, em mamiferos, a IT foi demonstrada em coelhos
(Oryctolagus — cunicnlns)  (RATNER, 1958), cobaias  (Cavia  porcellns)
(LIBERSON, 1948), porcos (Sus scrofa domestica) (ERHARD, MENDL e
CHRISTIANSEN, 1999), diversas espécies de murideos (WEBSTER ez 4/,
1981), e até primatas ndo humanos (FOLEY JR, 1938). Em mamiferos,
talvez o exemplo mais conhecido de imobilidade tonica seja o do gamba
(Didelphis sp.), que apresenta uma intensa reacdo de imobilidade tonica
quando confrontado por um predador (FRANCQ, 1969).

Ainda, é importante mencionar que alguns autores sugerem a
existéncia de IT em humanos, buscando uma comparagio entre a reagio
observada em outros animais e processos de inibicdo comportamental
presentes em humanos durante eventos traumaticos (e.g. acidentes, violécia
sexual etc.) (SUAREZ e GALLUP, 1979; HEIDT, MARX e FORSYTH,
2005; ABRAMS et al., 2009; VOLCHAN e¢7 al., 2011). Porém, devido ao
numero limitado de investigacdes dos mecanismos envolvidos neste
comportamento, a relagio entre esses fenémenos nio parece permitit uma
comparagio robusta com o comportamento de imobilidade tonica
observado em humanos e outros vertebrados além da validade analdgica.

A TIT, apesar de ser um comportamento conservado em
vertebrados, apresenta grande variabilidade entre intra-especifica (BOISSY
e BOUISSOU, 1995). Enquanto alguns individuos podem permanecer
varias horas em IT, também foi reportada a existéncia de individuos
refratarios, ou seja, que nio apresentam IT apds a contencio (GALLUP,
NASH e WAGNER, 1971; GALLUP e¢ RAGER, 1996). As variacGes
individuais do comportamento de IT parecem, pelo menos em parte, ser
explicadas por caracteristicas genéticas. Mills e Faure (1991) foram capazes
de selecionar codornas em duas linhagens distintas quanto a duragio de
seus episodios de IT, uma com curta duracio e outra com longa duragio
de imobilidade. Efeitos semelhantes de selecio artificial, utilizando a IT
como fenétipo de selecio, também foram reportados em galinhas, ratos
(Rattus norvegicus) e camundongos (Mus musculns) (GALLUP e RAGER,
1996).
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Além de caracterfsticas genéticas, fatores ambientais podem
influenciar na expressio da imobilidade tonica. Dados recentemente
publicados pot nosso laboratério mostraram que pombos adultos, alojados
por 42 dias em um ambiente visualmente enriquecido, apresentavam maior
duraciio de imobilidade ténica quando comparados aos animais alojados
em gaiolas padrao privados de contato visual com seus co-especificos
(MELLEU e# al., 2015).

As varia¢Ges da duracio, ou mesmo da expressio da imobilidade
tonica, leva a maioria dos estudos farmacolégicos ou interessados na
investigacdao da fisiologia do fenémeno, a realizarem uma sele¢do prévia
dos animais mais suscetiveis ou com duracdes de I'T médias (VALANCE ez
al., 2008), ou ainda submeter os animais a varias inducdes de IT utilizando
as médias de duracio dos episddios (GALLUP, NASH e¢ WAGNER,
1971).

Uma outra estratégia experimental utiliza-se da vatiacdo das
duragSes de IT promovida pela selecdo artificial, para investigar tanto
respostas fisiologicas durante a IT quanto o efeito dessa selecdo sobre
outras respostas defensivas. Codornas selecionadas para apresentarem
longas duracées de IT, respondem diminuindo a atividade locomotora em
um campo aberto apds manipulacio, quando comparadas a animais
selecionados para apresentarem imobilidades curtas. Essa resposta ¢é
semelhante em animais expostos a um ambiente novo (RICHARD ef 4/,
2010). Em outro estudo, codotnas selecionadas para longas I'T's mostraram
uma diminui¢do significativa no tempo de exploracio de um objeto novo,
porém, habituam-se mais rapidamente a esse objeto (CALANDREAU ez
al., 2013). Sendo assim, foi proposto que mecanismos centrais subjacentes
ao controle da imobilidade tonica favorecem estratégias de cgping passivo
nesses animais (HAZARD et al, 2008). A imobilidade tonica apresenta
grande varia¢do individual, porém seu carater conservado através do grupo
dos vertebrados sugere que o substrato neural responsavel pelo controle da
expressao da imobilidade tonica seja também um carater plesiomorfico
conservado nos vertebrados recentes.

Estudos utilizando estratégias farmacoldgicas e lesdes encefalicas
elucidaram, pelo menos em parte, o sistema de controle motor da IT,

especialmente em relagdo a estruturas do tronco cerebral. Foi observado a
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transeccdo encefalica a nivel da borda rostral do cerebelo, incluindo a
remog¢do do cerebelo, nio elimina a IT em sapos (SVORAD, 1957).
Transec¢bes rostrais ao mesencéfalo também ndo impedem o
aparecimento da IT em cobaias e coelhos (SPIEGEL ¢ GOLDBLOOM,
1925 apud KLEMM, 1976). Por outro lado, transeccSes rostrais ao coliculo
inferior impediram a indugdo da IT em coelhos (CARLI, 1971). Essas
evidéncias poderiam sugerir que a IT é um processo controlado
exclusivamente pelo tronco encefalico. Porém, a estimulagio elétrica do
hipocampo, nicleo caudado e tilamo, além da estimulacio da formacio
reticular pontina, aumentam de forma significante a duracdo da IT em
coclhos (KLEMM, 1965). Registros eletroencefalograficos também
sugerem que, durante a IT, a ativacao dos neurdnios da formacio reticular
bulbar e pontina inibem motoneurénios da medula espinhal, inibindo esses
neur6nios e causando efetivamente a inibicdo dos movimentos observados
durante o comportamento (KLEMM, 1971a)

Ainda, conforme revisado por KLEMM (1989), diversos sistemas
de neurotransmissores parecem exercer diferentes influéncias sobre esse
comportamento. A administragdo sistémica tanto de antagonistas
dopaminérgicos (d1 e d2), quanto de agonistas colinérgicos (muscarinicos e
nicotinicos), noradrenérgicos (a1 ¢ a2), GABAérgicos, peptidérgicos e
opiddes, aumentam a duracio da IT em mamiferos (KLEMM, 1989). Uma
possivel explicagdo, proposta por Klemm (1989), para essa grande
variedade de neurotransmissores atuando sobre esse comportamento setia
que esses neurotransmissores estariam agindo em diferentes circuitos
importantes para o desencadeamento da IT, como por exemplo,
modulagdo do sistema sensorial (na periferia ou talamo), efetores motores
da medula espinhal, ou processos motores dos nucleos da base (IKLEMM,
1989). Ou seja, é importante notar que mesmo que apenas O tronco
encefélico seja necessario para a inducdo da IT, diversas outras estruturas
encefalicas e sistemas de neurotransmissao devem estar envolvidos em sua
modulacio.

Entretanto, pouco se conhece o papel de processos corticais,
limbicos e mesencefalicos, classicamente envolvidos com comportamentos
defensivos sobre a IT. A investigagdo do papel destas estruturas no

controle da IT poderia evidenciar componentes emocionais/cognitivos
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envolvidos no comportamento defensivo em resposta a situagdes
extremas. Grandes lesdes prosencefilicas ndo impedem a expressio da
imobilidade tonica em galinhas, mas parecem aumentar significativamente
a sua duragio (GENTLE, JONES e MAGUIRE, 1985). De maneira
semelhante, leses do Arcopallium de galinhas (parte do complexo
amigdaléide das aves) promoveu um aumento significante da IT nestes
animas (MASER, KLLARA e GALLUP, 1973).

RegiGes prosencefalicas de mamiferos, também envolvidas com a
expressio de comportamentos defensivos, parecem ter um papel na
modula¢io da IT. Inje¢Ges bilaterais do agonista colinérgico carbacol ou
muscimol (agonista GABA4) na amigdala, estrutura limbica envolvida em
respostas ao medo inato e condicionado em roedores (GROSS e
CANTERAS, 2012), provocaram a diminuicao da duracio de imobilidade
tonica em cobaias (LEITE-PANISSI ¢ MENESCAL-DE-OLIVEIRA,
2002). Deste modo, regidées procencefalicas podem atuar modulando a
duragio do episédio de IT em vertebrados.

Também ¢é importante mencionar o papel do hipocampo no
controle ¢ modula¢io dos comportamentos defensivos. Em mamiferos,
além do importante papel na codificagdo da memoria espacial e emocional
(EICHENBAUM, 1996; GROSS e CANTERAS, 2012), regides
hipocampais também integram circuitos que modulam a expressio de
respostas defensivas nao-condicionadas (PENTKOWSKI ez @/, 2006). Em
coelhos submetidos a IT, lesdes hipocampais aumentam significativamente
a duracdo dos episédios de imobilidade (WOODRUFF, HATTON e
MEYER, 1975). Também em coclhos, foram observadas mudancas nos
padtSes de EEG hipocampal dos animais em locomog¢io e durante a IT
(HARPER, 1971).

Em aves, nio existem estudos sobre o papel do hipocampo na
expressio de comportamentos defensivos nido condicionados. Dados
publicados por nosso laboratério mostraram que pombos expostos a um
ambiente enriquecido, além de apresentarem maiores duragdes de IT
quando comparados a animais alojados em isolamento, também
apresentam maior neurogénese na regido do hipocampo (MELLEU e# /.,

2015). Entretanto, ndo ¢ possivel estabelecer se o aumento da neurogénese
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¢é causa direta do aumento das duracdes de IT, ou se os dois eventos
acontecem em paralelo nesses animais.

Distritos hipotalimicos, como o hipotidlamo lateral, também
parecem participar tanto do controle da I'T quanto da expressio de outros
comportamentos de defesa (DE OLIVEIRA, HOFFMANN e
MENESCAL-DE-OLIVEIRA, 1997a; GROSS e CANTERAS, 2012).
Ainda, o hipotilamo também parece aumentar sua atividade durante a IT
uma vez que os niveis de CRH (horménio liberador de corticotrofinas) se
elevam durante este comportamento, acarretando também em um
aumento dos niveis plasmaticos de corticosterona em coclhos e cobaias
(FARABOLLINI, DI PRISCO e CARLI, 1981; DE OLIVEIRA,
HOFFMANN e MENESCAL-DE-OLIVEIRA, 1997b). Esse aumento
dos niveis de corticosterona, esta normalmente associado com episddios de
estresse e, também foi observado em pombos apds episédios de
imobilidade tonica (MELLEU ez 4/, 2011).

Estruturas mesencefélicas integrativas, como a substincia cinzenta
periaqueductal (PAG), também parecem ser ativadas durante a IT em
cobaias (VIEIRA, MENESCAL-DE-OLIVEIRA e LEITE-PANISSI,
2011). A funcio da PAG, pelo menos em mamiferos, ¢ bem conhecida,
tendo sido extensivamente estudada em roedores. Ocupando a regiio
adjacente ao aqueduto cerebral, a PAG, apresenta uma organizagio colunar
e tem o papel de integrar informagdes de estimulos potencialmente
nocivos descendentes e ascendentes de modo a desencadeat respostas
defensivas apropriadas (GROSS e CANTERAS, 2012). A estimulagido
elétrica da PAG de roedores induz a expressio de comportamentos
defensivos, como fuga e luta. O efeito da estimulagio elétrica dessa regido
depende ndo apenas da localizagio do estimulo mas também da
intensidade do estimulo elétrico (GRAEFF, 1990). Essa circuitaria
mesencefilica de defesa parece ser um atributo também presente em aves.
O mesencéfalo de aves apresenta regides comparaveis a PAG de
mamifero. O GCt, também localizado na regido periaqueductal do
mesencéfalo das aves, e nucleo intercolicularis, apresentam caracteristicas
anatémicas, neuroquimicas e hodolégicas que levam a hipétese de que tais
regides do encéfalo das aves possam ser comparaveis a PAG de mamiferos
(KINGSBURY ¢f al., 2011). Essas regides, da mesma maneira que ocorre
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com a substancia periaqueductal de mamiferos (CANTERAS e GOTO,
1999), parecem ser ativadas quando passeriformes sio expostos a situacoes
de predagao simulada (COMOLIL, RIBEIRO-BARBOSA e CANTERAS,
2003; KINGSBURY e al., 2011).

Estruturas mesencefalicas e limbicas de mamiferos como a PAG,
amigdala, hipotilamo e hipocampo parecem ser comparaveis, baseado em
sua hodologia, embriologia e neuroquimica a regides mesencefalicas e
prosencefilicas de aves (REINER, YAMAMOTO e KARTEN, 2005).
Contudo, de uma maneira geral, o envolvimento destas estruturas no
controle de comportamentos de defesa em aves ainda nio sio conhecidos
e, especificamente, o substrato neural responsavel pela expressio da
imobilidade tonica ndo foi investigado nessa classe de vertebrados.

Em mamiferos, grande nimero dos trabalhos dedicados ao estudo
do papel de estruturas encefilicas no controle de comportamentos
defensivos, utiliza-se da detecgdo imunoistoquimica de produtos de genes
de resposta imediata como a c-Fos (CANTERAS e GOTO, 1999;
KOLLACK-WALKER e 4/, 1999; LINO-DE-OLIVEIRA ¢t 4/, 2001;
COMOLI, RIBEIRO-BARBOSA ¢ CANTERAS, 2003; LINO-DE-
OLIVEIRA ¢ al, 2006; MARTINEZ et al, 2011). A modificagio da
expressio de c-Fos estd diretamente relacionada com padroes de atividade
neural (DRAGUNOW e FAULL, 1989), tornando sua detec¢do apds um
estimulo controlado uma ferramenta interessante para a avaliacio de
regiGes encefalicas envolvidas na resposta ao estimulo (HOFFMAN ez al,
1992; HERRERA e ROBERTSON, 1996). A avaliagio da expressido de
genes de resposta imediata apos estimulos defensivos também ja foi
utilizada em aves (BRITO, BRITTO e FERRARI, 2006; 2011;
KINGSBURY ¢ al., 2011). Porém, com excecao de um trabalho em cobais
(VIEIRA, MENESCAL-DE-OLIVEIRA e LEITE-PANISSI, 2011), esta
ferramenta ainda néo foi explorada afim de identificar regides encefalicas
ativadas pela inducdo da imobilidade tonica.

Estruturas encefalicas ativadas durante a imobilidade tonica,
também podem ser responsaveis pelo controle de fendmenos fisiolégicos
sistémicos que ocorrem durante este comportamento. Diversos estudos
fisiolégicos preocuparam-se em avaliar alteragdes de pressiao arterial,

frequéncia cardfaca, frequéncia respiratoria e de temperatura promovidas
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pela IT, principalmente em mamiferos (CARLI, 1974) e aves (NASH,
GALLUP e CZECH, 1976), e em menor numero, em répteis
(HOAGLAND, 1928)e peixes (DAVIE, FRANKLIN e GRIGG, 1993).
Coclhos submetidos a IT apresentaram um aumento significativo da
frequéncia cardiaca durante os episdédios de imobilidade quando
comparados a animais em repouso (CARLI, 1974). Esse aumento da
frequéncia cardfaca durante a I'T também pode ser observado em codornas
(VALANCE ef al, 2008) e em galinhas (NASH, GALLUP e CZECH,
1976; GENTLE, JONES e WOOLLEY, 1989). Estes estudos averiguaram
que apesar de existir um incremento da frequéncia cardfaca nos minutos
iniciais da IT, o ritmo de ECG diminui com o tempo em imobilidade,
alcancando niveis significativamente abaixo da linha de base (amostragem
dos padrées de ECG antes da indugio da IT). Porém, outros estudos em
coelhos reportam uma diminui¢do da frequéncia cardiaca desde a indugdo
da IT, e que dura até o seu término (HATTON ez al, 1979; GIANNICO ez
al., 2014).

A IT também é acompanhada de alteragdes da pressio arterial e
frequéncia respiratéria. Durante episddios de imobilidade ténica, coelhos
apresentaram um aumento duradouro da pressio arterial (CARLI, 1974).
Em coclhos, um aumento da pressdo arterial foi observado apenas no
inicio da indu¢do da IT, apresentando uma subsequente hipotensio
duradoura, retornando aos niveis basais apés a I'T (HATTON ez 4/, 1979).
Surpreendentemente, a denetvagio dos baroceptores dos seios carotideos,
nio impede o aparecimento da hipotensio, mas ¢é capaz de abolir o retorno
da pressio aos niveis basais (HATTON ez al, 1979). A frequéncia
respiratéria de galinhas também parece aumentar durante os minutos
iniciais da IT com uma subsequente diminui¢io (NASH, GALLUP e
CZECH, 1976). Todavia, esse aumento inicial nao pode set observado em
iguanas (Ignana ignand) (PRESTRUDE e CRAWFORD, 1970).

Modificagbes da temperatura corporal durante a imobilidade
tonica foram estudadas principalmente em aves. Galinhas submetidas 2
imobilidade tonica aumentam a temperatura corporal interna, diminuindo
porém a temperatura cloacal. (NASH, GALLUP e CZECH, 1976; EDDY
e GALLUP, 1990). Em pombos, um aumento da atividade do musculo

peitoral pdéde ser observado em animais em imobilidade tonica
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(HOHTOLA, 1981). Isso parece sugerit uma ativacio de mecanismos
termogénicos promovida pela I'T nesses animais.

O pequeno numero de trabalhos fisioldgicos disponiveis na
literatura parece conter dados contraditérios quanto as mudangas
cardiorrespiratorias durante a imobilidade tonica. Enquanto alguns estudos
apontam para incrementos das frequéncias cardfaca e respiratéria (CARLI,
1974), outros mostram uma diminui¢do destes parametros (GIANNICO ez
al., 2014). O mesmo pode ser dito para investigacGes da pressao artetial
(CARLI, 1974; HATTON ¢ al, 1979; DAVIE, FRANKLIN ¢ GRIGG,
1993). Nio podemos portanto, concluir se essas diferencas sio devido as
diferentes metodologias empregadas nos estudos ou a caracteristicas
espécie-especificas dos grupos utilizados nestas investigacoes. Também ¢é
importante mencionar que o desenho experimental presente nestes estudos
ndo leva em conta o estresse de manipulacdo realizado antes e durante a
inducdo da IT. A manipulacio dos animais ¢é parte necessiria para a
inducdo da IT, e foi mostrado que o ato de apenas manipular um animal
pode promover mudancas térmicas (EDGAR e al, 2013
BITTENCOURT, MELLEU e MARINO-NETO, 2015) e
cardiovasculares (CABANAC e AIZAWA, 2000) importantes, portanto,
se torna necessario separar as modifica¢oes fisiologicas que sdo fruto de
processos desencadeados durante a I'T daqueles que acontecem em outras
situagdes estressantes como a manipulagio.

O comportamento de IT é acompanhado, em todas as espécies
estudadas, por diversas reagdes fisiologicas, que por sua vez, devem ser
controladas por processos neurais agindo de modo a orquestrar esse
fenémeno. Poucos estudos fisiolégicos, etolégicos e neuroanatdmicos
foram realizados com a intencdo de elucidar as diferencas e semelhancas da
IT com outros processos de inibicdo comportamental (e.g. freezing)
(KLEMM, 2001). Esta claro que a literatura disponivel ndo nos permite
fazer comparagbes robustas entre a IT e outras imobilidades observadas
em resposta a estimulos potencialmente nocivos. E importante mencionar
que ndo existem dados suficientes que permitam sequer a comparacio do
comportamento de imobilidade tonica entre as diversas espécies que a
exibem. Isto é, o melhor entendimento dos processos fisiolégicos e dos

circuitos neuroanatdmicos se faz necessario para permitir a afirmagiao de
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que todas as imobilidades tonicas observadas sdo, de fato, o mesmo
comportamento, e que este foi conservado através da histéria evolutiva dos
vertebrados. O estudo de respostas comportamentais e fisiolbgicas ao
estresse ou a situagbes que possam ser consideradas como ameacadoras
para diversas espécies de vertebrados, pode ajudar a evidenciar processos
centrais conservados que atuam no controle e execucdo desses
comportamentos.

Pombos constituem um grupo particularmente interessante para
este tipo de trabalho. Além da riqueza de dados neuroanatdomicos
(REINER e KARTEN, 1982; ATOJI, YAMAMOTO e SUZUKI, 2001,
BINGMAN ¢ al, 2003; REINER ¢ al, 2004), comportamentais
(WATANABE, SAKAMOTO e WAKITA, 1995; DE SOUZA et al., 2009,
MELLEU et al., 2015) e até de um conectoma da espécie (SHANAHAN ez
al., 2013), pombos sio comumente encontrados em ambientes urbanos,
convivendo sem grandes influéncias da proximidade com humanos e
outros predadores.

Ambientes urbanos sdo mais heterogéneos e estio em constante
mudanca devido a acdao antrépica (MOLLER, 2009). Além disso,
apresentam altas densidades de humanos e de predadores nio nativos (e.g.
gatos e chachorros) (PARTECKE, SCHWABL e GWINNER, 2000).
Estes ambientes possuem menor diversidade biolégica animal, uma vez
que oferecem desafios fisioloégicos e comportamentais, que nio sdo
suportados pela maioria das espécies (MCKINNEY, 2002). A colonizac¢io
bem sucedida de ambientes urbanizados por uma espécie esta relacionada a
dois fatores principais: 1) Onivoria e flexibilidade de comportamentos de
forrageio e 2) adaptagdes fisioldgicas que confiram alto limiar de medo e
repostas menos intensas ao estresse (MOLLER, 2009).

Pombos (C. /ivia), como espécie, parecem extremamente bem
adaptados a esse ambiente, o que sugete que esse animais apresentem
adaptagoes do sistema de controle de comportamentos defensivos que
permitam a eles ocuparem de maneira bem sucedida ambientes
potencialmente aversivos a outras espécies. Adaptagdes do sistema
defensivo e que favorecem a ocupac¢io de regiGes urbanizadas sio pouco
conhecidos (DIAMOND, 1986). O entendimento de tais mecanismos é

extremamente importante para a ecologia urbana, todavia, investigacoes
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sobte o tema foram principalmente realizadas em animais domésticos
(objetos de extrema selecdo artificial) (CALANDREAU ¢ al, 2011;
CALANDREAU ¢t al., 2013) ou animais silvestres apenas tolerantes a vida
em ambientes urbanos (BONIER, MARTIN e¢ WINGFIELD, 2007,
KINGSBURY e al., 2011). Nesse sentido, o estudo do comportamento de
imobilidade tonica em pombos, dos fendémenos fisiolégicos que o
acompanham e de seu controle central, pode conferir um melhor
entendimento das reacoes de defesa em aves e em outros vertebrados, bem
como, fornecer evidéncias que possam ajudar a elucidar parte do sucesso

adaptativo dessa espécie cosmopolita.
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo descrever o
comportamento de imobilidade tonica em pombos (C. /via), bem como
investigar modifica¢Ges fisiologicas ¢ neuroanatémicas relacionadas a este
comportamento.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS E METAS

1) Descrever e detalhar o comportamento de imobilidade tonica de
pombos.

1-I. Descrever o comportamento individual de pombos
submetidos ao teste de  imobilidade tonica, pormenotizando
modificagdes comportamentais no tempo.

1-II. Averiguar as caracteristicas populacionais da imobilidade
tonica em pombos.

1-III. Estudar a influéncia do aprendizado e habituacdo sobre a
imobilidade tonica de pombos.

2) Descrever ¢ avaliar os efeitos da imobilidade tonica em pombos sobre
pardmetros fisiologicos sistémicos nesses animais.

2-1. Estudar os efeito da imobilidade tonica sobre a temperatura
corporal central e temperatura da superficie corporal de pombos.

2-1I.  Averiguar os efeitos da imobilidade ténica sobre a

parametros cardiacos em pombos.

3) Descrever, em pombos, os circuitos encefalicos envolvidos no controle
da imobilidade tonica, bem como, no controle central dos parametros
fisiolégicos a ela associados.

3-1. Avaliar a ativacio de areas do mesencéfalo de pombos
submetidos a IT por meioda  detecgdo imunoistoquimica de c-Fos,
buscando regides comparaveis a PAG de  mamiferos.

3-11. Avaliar a ativacdo de areas limbicas e sensoriais do encéfalo
de pombos submetidos a IT por meio da deteccio

imunoistoquimica de c-Fos.
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3-11I. Verificar a ativagdo de distritos hipotalimicos por meio da
detec¢do imunoistoquimica de c-Fos e de CRH no encéfalo de pombos
submetidos a IT.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. ANIMAIS E CONDICOES DE ALOJAMENTO

Para o desenvolvimento do presente trabalho foram utilizados
pombos adultos (seis meses a dois anos), machos e fémeas, pesando entre
350g e 500g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de
Santa Catarina. Os animais foram reproduzidos pelo Biotério Central e
alojados em viveiros coletivos abrigando de 12 a 30 pombos até o
momento de sua transferéncia para o Biotério setorial do Laboratério de
Neurofisiologia Comparada do departamento de ciéncias fisiologicas
(CCB/UFSC).

Apbs a chegada no Biotério setorial os animais foram alojados em
gaiolas individuais (50cm x 50cm x 50cm) forradas com jornal,com acessos
visual as gaiolas vizinhas e com livre acesso a 4gua filtrada e racdo
(formulagdo para aves em crescimento, da SUPRA Ltda, Itajai, SC). O
ambiente teve a temperatura controlada através de um aparelho de ar
condicionado e foi mantida em 22°C (£2°C). A iluminag¢io proporcionada
por lampadas fluorescentes foi controlada por um #mer mantendo o ciclo
claro/escuro de 12 horas (luzes acessas as 7:00 horas e desligadas as 19:00
horas).

Trés vezes por semana as gaiolas eram limpas, os forros de papel-
jornal trocados e os comedouros e bebedouros limpos e reabastecidos. Os
animais foram aclimatados as condi¢oes de alojamento do biotério setorial
por no minimo 7 dias antes de que fossem submetidos a qualquer
procedimento experimental. Todos os procedimentos experimentais e
protocolos aqui descritos foram aprovados pelo comité de ética para o uso
de animais da Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA/UFSC), sob
os nimeros 23080.037851/2010-41 e 117/CEUA/PRPe/2008.

3.2. IMOBILIDADE TONICA (IT)

Um a um, os animais eram retirados de seus respectivos ambientes,
cobertos por um pano escuro e transportados até uma sala iluminada

artificialmente por uma luz branca. Dentro da sala, o pano foi retirado e o
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animal foi posicionado em decubito dorsal sobre um suporte em formato
de calha, localizado no centro de uma arena cilindrica (80cm de altura por
30cm de altura) (Fig. 1 A, B). Ainda em decuibito dorsal, os animais foram
contidos manualmente tendo suas asas levemente imobilizadas e suas
cabecas cobertas pelas maos do experimentador (Fig. 1 C). Esta contencio
teve a duracdo de aproximadamente 30 segundos e apds esse periodo os
animais foram liberados. A resposta de imobilidade de cada animal foi
registrada em video por meio de uma webcam (Microsoft vx200)
conectada a um microcomputador para auxiliar a quantificacio quanto a
sua duragio em segundos e nimero de contengdes necessarias patra
desencadear a resposta (Fig. 1 D). Apenas respostas de mais de 10
segundos foram consideradas como validas para o teste. Cada animal foi
submetido ao maximo de cinco contencdes (tentativas) para obter a
imobilidade tonica superior a 10 segundos (GALLUP e RAGER, 1996).
Os animais que nio apresentaram imobilidade apds essas cinco tentativas
foram considerados refratatios ao teste. Ao final de cada teste, a arena era
limpa com 4lcool 70% e toalhas de papel, o forro de tecido das calhas era
removido e trocado, preparando a arena para um novo teste com o animal
seguinte.

3.3. ANALISES COMPORTAMENTAIS

3.3.1. Descrigdo qualitativa

Para realizacdo da descricdo qualitativa da imobilidade tonica em
pombos, foram analisados os registros em videos de mais de 120 testes de
IT realizados em um petriodo de 2009 a 2013 conforme descritos na se¢do
3.2. Também foram utilizadas as observacGes feitas simultaneamente
durante a realizacdo dos testes. A descricio do comportamento de IT foi
realizada e registrada manualmente pelo mesmo experimentador.
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Figura 1. Teste de imobilidade tonica. A) Arena com suporte para realizagdo da IT.
B) Introdugdo do animal na arena. C) Contengdo manual do animal. D) Animal em
decubito dorsal expressando o comportamento de imobilidade tonica

3.3.2. Caracterizagdo e quantificagio dos movimentos palbebrais
durante a IT

Foram utilizados 14 pombos (4 fémeas e 10 machos) cujas
imobilidades excederam 600 segundos (10 minutos). Apenas os pombos
que apresentaram o posicionamento rotacionado da cabe¢a puderam ser
utilizados nessa analise (Ver resultados secdo 4.1.2). Os primeiros 10
minutos dos videos da IT desses animais foi analisado utilizando o
software Ethowatcher, desenvolvido em nosso laboratétio (CRISPIM JR er
al, 2012 ; disponivel em: www.etowatcher.ufsc.br). As frequéncias de
movimentos palpebrais rapidos, lentos e olhos fechados foi quantificada e
segmentada em intervalos de 1 minuto. Um movimento palpebral, ou
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piscada, foi considerado rapido quando sua duracio era menor que 600ms.
Por sua vez, piscadas lentas foram consideradas aquelas que tinham
duracdo entre 1 e 2,5s. Foram considerados olhos fechados quando as
pélpebras se encontravam completamente cerradas por intervalos maiores
que 1,5s (Ver resultados secao 4.1.2).

As frequéncias dos diferentes movimentos das palpebras em cada
um dos perfiodos de 1 minuto foi plotada em um grafico pelo tempo. O
dados de frequéncia absoluta foram transformados em frequéncias
relativas, visando demonstrar a predominancia de cada um dos tipos de
movimentos das palpebras nos diferentes momentos da IT. O calculo para

extra¢do da frequéncia relativa se deu segundo a férmula:

FA¢r. 100
FRagyy = —' —
FP(Total)

onde FR ¢é a frequéncia relativa de um movimento palpebral em um
determinado tempo (Tx) ¢ FA ¢ a frequéncia absoluta do movimento
palpebral no periodo (Tx) e FP(total) é a frequéncia absoluta de todos os
movimentos palpebrais na totalidade do tempo de registro. Também

foram extraidos dados da laténcia para o aparecimento do primeiro evento

de cada movimento palpebral.
3.3.3. Distribuigdo da IT na coorte de pombos

Para avaliar a variabilidade de parimetros de duracio e tentativas
no teste de imobilidade ténica na coorte de pombos utilizada em
experimentos comportamentais em nosso laboratério, foram utilizados
123 animais, machos (n=89) e fémeas (n=34), em idade reprodutiva,
oriundos do biotério central (BC/UFSC) e alojados durante sete dias de
adaptacio no Dbiotério setorial do Laboratério de Neurofisiologia
Comparada. Esses animais foram aleatoriamente selecionados e
transportados até o centro de ciéncias fisiolégicas por funcionarios do
biotério central.  As analises populacionais foram feitas sobre as
imobilidades tonicas realizadas no periodo de 2010 a 2014 segundo o
protocolo descrito na se¢io 3.2.
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Nenhuma selegdo a priori quanto os parametros da I'T (dura¢io e
tentativas) foi realizada para a escolha dos animais para andlise sendo os
unicos tequisitos utilizados para a escolha dos animais, a obrigatoriedade
de sete dias de adaptagdo ao biotério setorial e que esses animais nio
houvessem sido submetidos a outros procedimentos laboratoriais prévios
(e.g. procedimentos cirurgicos, injegdo de farmacos, outros testes
comportamentais e etc.). Também nio existe por parte do BC/UFSC
qualquer tipo de selecdo reprodutiva dos pombos utilizados em atividade
de pesquisa na universidade.

O dados de duragio em segundos ¢ numero de tentativas foram
plotados em histogramas e testados quando a sua normalidade pelo teste
de Kolmolgorov-Smirnov. Foram extraidos os dados de porcentagem e
frequéncias de duracoes e numero de tentativas dentro destas distribuicGes.
Foi realizada uma andlise de correlagio entre os dados de duragdo e
tentativas utilizando o teste de correlagio de Spearman. Também
investigamos dentro da coorte a possivel influéncia do sexo dos animais
sobre a duragdo de IT. Foi utilizado o teste de Mann-Whitney para avaliar
as diferencas entre os sexos quando a duracio da IT.

3.3.4. Experimentos de habituagio

Para a realizacdo dos experimentos de habituagdo 13 pombos (4
fémeas e 9 machos) foram submetidos a 4 testes de imobilidade tonica em
intervalos de 7 dias. Ap6s cada um dos testes, os animais foram retornados
as gaiolas do biotério setorial e ndo foram manipulados, com excec¢do dos
dias de manutencio e limpeza do biotério. Outros 8 pombos (2 fémeas ¢ 6
machos) foram submetidos a0 mesmo protocolo de IT, porém com 24
horas de intetvalo entre o experimentos. Um outro grupo de 8 pombos
(4 fémeas e 4 machos) foi submetido a 4 testes de imobilidade tonica,
porém uma nova conten¢do ¢ IT era realizada logo apés o momento em
que os animais terminavam espontaneamente a imobilidade tonica. O
tempo aproximado entre o fim de uma IT e a contecio subsequente foi de

aproximadamente 30 segundos.
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3.4. ASPECTOS FISIOLOGICOS DA IMOBILIDADE TONICA
3.4.1. Temperatura corporal superficial

Cinco pombos (2 fémeas ¢ 3 machos), aclimatados as condi¢Ges
de laboratério por sete dias foram retirados da gaiola casa e foram
individualmente transportados para uma sala separada do biotério (sala
experimental) contendo a gaiola experimental que consistia em uma arena
retangular de polietileno (45cm de altura X 30 cm largura X 32cm
profundidade) de cor branca, com exce¢io da face frontal, de vidro
transparente para possibilitar o registro em video do experimento ¢ com a
parte superior coberta com uma tela de arame. As gaiolas continham agua
filtrada e comida ad /ibitum. Os animais foram adaptados por 24 horas ao
ambiente experimental antes da realizacdo do experimento. Com exce¢do
da modificagio da arena e do periodo de adaptagio prévia, o teste de
imobilidade tonica se seguiu segundo o descrito na segio 3.2.

Durante o teste de I'T, o periodo em que os animais permaneciam
em imobilidade foram fotografado a intervalos de 30s utilizando uma
camera termografica digital (ThermaCam B2, FLIR Systems, Wilsonville,
Oregon, USA), calibrada para a deteccio de radiacdo infravermelha
equivalente a uma faixa entre -20°C e 100°C. Este sistema ¢é capaz de
registrar imagens fotograficas sobrepondo dados de emissio de radiacdo
infravermelha, fornecendo um mapa térmico da fotografia. As imagens
registradas desta maneira foram descarregadas em um microcomputador e
analisadas utilizando o software fornecido pelo fabricante (FLIR Tools
Versio 4.1). As regiGes de maior dispersio térmica foram avaliadas e
tiveram suas temperaturas avaliadas em todas as imagens termograficas.
Essas regioes foram: 1) Anel orbital. 2) Porcio ventral das asas/lateral do
corpo. 3) Patas 4) Regido medial do peitoral (Fig. 7 A). As temperaturas de
cada uma das regides foram aferidas a partit do ponto de maior

temperamra em cada area.
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3.4.1.1. Analise estatistica

Os dados de temperatura foram plotados em um grafico em
relacdo ao tempo e ajustados utilizando um modelo linear com o auxilio do
software Statistica 8. O modelo linear (temperatura vs tempo) foi entio
avaliado pelo teste de correlagdo nao-paramétrico de Spearman utilizando

e

o mesmo software. Os valores de "p" considerados como significantes

foram os menores de 0,05.
3.4.2. Temperatura corporal interna

Foram implantados sensores telemétricos para aferéncia de
temperatura, por meio de cirurgia, no interior da cavidade celomatica de 19
pombos de ambos os sexos (12 machos e 7 fémeas). Os sensores
telemétricos miniaturizados (G2 E-Mitter, Starr Life sciences, Bend,
Ortegon, USA) possuem 15,5 mmx06,5 mm e 1,1g de peso. Estes sensores
ndo utilizam baterias extras sendo alimentados por inducio elétrica pela
placa receptora (ER-4000, Mini-Mitter) posicionada a uma distdncia
maxima de 12 cm (dados do fabricante). Este setup é capaz de registrar
temperaturas de 37°C a 45°C conforme a calibra¢do realizada em nosso

laboratério (BITTENCOURT, MELLEU e MARINO-NETO, 2015).
3.4.2.1. Cirurgia

Ap6s sete dias de aclimatagdo ao biotério setorial do laboratério
de neurofisiologia comparada, os animais foram anestesiados com uma
mistura de Cetamina (0,33 mg/kg, i.p.) e Xilazina (0,66 mg/Kg, i.p.) e os
sensores foram implantados através de uma incisdo sobre a pele e muisculo
medindo 2,5 mm do lado direito do abdémem, 2 mm posterior a borda do
esterno. Os sensores foram colocados na cavidade celomitica e fixados ao
musculo abdominal utilizando um fio de nylon. As incisées do musculo e
pele foram entdo suturadas utilizando linha para sutura absorvivel. Todo o
procedimento cirargico foi realizado sob uma manta elétrica coberta por
papel filme mantendo a temperatura do animal entre 37°C e 39°C durante a

cirurgia. Apos a cirurgia os animais foram tratados com antibidtico (Baytrill
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- 5% enrofloxacina, Bayer; 0,1 mg/Kg, s.c), e analgésico (Ketofen -
Cetoprofen 1%, Merial; 0,2 mg/Kg, s.c) e o local de incisio tratado
diariamente com Furacin (Nitrofural, Mantecorp) por 5 dias. Foi
resguardado o periodo de 10 dias de recuperacdo antes da utilizacio dos

animais em procedimentos experimentais.
3.4.2.2. Procedimento experimental

Ap6s o petiodo de recuperagio, os pombos eram individualmente
transportados para uma sala separada do biotério contendo a gaiola
experimental que consistia em uma arena retangular de polietileno (45 cm
de altura X 30 cm largura X 32 cm profundidade) de cor branca, com
excegdo da face frontal, de vidro transparente para possibilitar o registro
em video do experimento e com a parte superior coberta com uma tela de
arame. O Receptor/Energizador (ER-4000, Mini-Mitter) para os sensores
telemétricos foi acoplado ao assoalho externo da gaiola experimental e
ligado 2 um microcomputador para o registro dos sinais de temperatura e
actimetria utilizando o software VitalView (Starr Life sciences, Bend,
Oregon, USA) com uma taxa de aquisi¢do de 1 Hz.

Os animais foram aleatoriamente divididos em dois grupos,
Controle e IT. Os animais de ambos os grupos foram adaptados a gaiola
experimental, contendo dgua e racio ad /ibitum, por 24 h antes da realizacdo
do experimento. Os animais pertencentes ao grupo controle foram apenas
manipulados por 1 minuto dentro da gaiola experimental, sem a indugio de
IT enquanto o grupo experimental (IT) foi submetido a imobilidade tonica.
Com exce¢do da modificagio da gaiola experimental e do petriodo de
aclimatacido de 24 h, a realizacdo do experimento de imobilidade tonica se
deu segundo o descrito na se¢io 3.2.

Os registros de temperatura e actimetria foram realizados durante
todo o perfodo em que os animais se encontravam dentro do ambiente de
registro e se estenderam por mais duas horas apds a conten¢do ou
imobilidade tonica, gerando registros de aproximadamente 26 horas para

cada animal.
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3.4.2.3. Analise estatistica

Os dados de temperatura interna e actimetria de cada um dos
animais foram exportados do software de registro em formato de texto
ASCII  (American Standard Code for Information Interchange) e
processados através de um algoritmo préprio utilizando o software
MatLab® (versio 7, The MathWorks, inc. 2010) para extracdo da
temperatura média de linha de base, médias de temperatura em periodos de
10 minutos a partit da contencdo, tempo de laténcia para o pico de
temperatura e temperatura média em cada um dos periodos da imobilidade
tonica.

Todos os dados foram previamente testados quanto a
normalidade  (teste de  Kolmolgorov-Smirnov) e quanto a
homocedasticidade (teste de Levene). Para a analise dos dados de
temperatura interna foram utilizadas as médias de temperatura dos 30
segundos do inicio, 30 segundos intermediatios e os 30 segundos finais da
IT de cada um dos animais, bem como, a média de 30 segundos de 5, 30 e
60 minutos apds o término da IT. A temperatura da linha de base foi entio

subtraida da temperatura média de cada perfodo (Tx) segundo a férmula:
A°C = TOC(Tx) - ToC(Basal)

resultando na variacio média de temperatura em °C em cada um dos
periodos.

Para a analise de comparagio entre os grupo no tempo apos a
manipulacdo/contencio, foram utilizadas as médias de 30 segundos de
registro de temperatura dos animais em periodos de 10 minutos a partir da
contengdo (para os animais do grupo controle) ou indugdo da imobilidade
tonica (para os animais do grupo IT). Para averiguagio das diferencas
destes dados foi utilizada uma ANOVA de duas vias com medidas
repetidas seguida de pés-teste de Duncan.

Os dados de temperatura média nos diferentes periodos da IT
foram analisados utilizando uma ANOVA de uma via com medidas
repetidas para averiguar diferencas entre a temperatura de linha de base ¢
os demais petiodos da IT seguida de pés-teste de Duncan. As diferengas
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no tempo de laténcia para o pico de temperatura foi averiguada utilizado o
teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney. Todos os testes estatisticos foram
realizados com o auxilio do software Statistica 8 e foram aceitos como

significantes valores de "p" inferiores a 0,05.
3.4.3. Frequéncia cardiaca

Sensores telemétricos para aferéncia de frequéncia cardiaca (FC)
foram ciurgicamente implantados na cavidade celomatica de 16 pombos de
ambos os sexos ( 10 machos e 6 fémeas). Estes sensores (G2-HR E-Mitter,
Starr Life sciences, Bend, Oregon, USA) sdo capazes de transmitir dados
da média de FC para uma placa receptora (ER-4000, Mini-Mitter)
localizada a até 12 cm de distancia do animal. De maneira semelhante aos
sensores de temperatura, os sensores de FC ndo utilizam baterias, sendo
alimentados por inducio elétrica pela placa receptora. Suas medidas sio
semelhantes aos utilizados para as aferéncias de temperatura corporal (15,5
mmx6,5 mm) porém, possuem uma peso de 1,3 g devido a presenga dos
eletrodos externos.

3.4.3.1. Cirurgia

Os procedimentos cirurgicos se assemelham aos descritos na
se¢do antetior. Apds o petriodo de aclimatagio as condi¢oes de laboratério
os animais foram anestesiados com uma mistura de Cetamina (0,33 mg/kg,
i.p.) e Xilazina (0,66 mg/Kg, i.p.) e os sensores foram implantados através
de uma incisdo sobre a pele e musculo medindo 2,5 mm do lado direito do
abdémem, 2 mm posterior a borda do esterno. Os sensores foram
posicionados dentro da cavidade celomatica. Os cabos dos eletrodos foram
entdo transfixados pelo tecido muscular nas bordas da incisdo através de
duas pequenas perfuragbes, sendo os cabos dos eletrodos positivos e
negativos transpassados pelos lados direito e esquerdo, respectivamente.
Deste modo, os sensores permanecem fixados em posi¢io dentro da
cavidade celomidtica. A seguir, a incisdo do tecido muscular foi fechada
utilizando linha de sutura absorvivel. Foi realizada uma pequena incisdo

(ndo superior a 1 mm) na pele sob o externo, 2 cm a direita da linha média.
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Por essa incisio foi introduzido um trocater de 1,5 mm de diametro
interno por baixo da pele até a regido da incisio abdominal. O cabo do
eletrodo positivo foi levado entdo até o ponto de entrada do trocater e
fixado abaixo da pele no musculo utilizando um fio de nylon. Outra incisdo
foi feita na pele do lado esquerdo do corpo dos animais, logo acima das
costelas. De maneira semelhante, o trocater era introduzido e o cabo do
eletrodo negativo fixado formando um angulo de aproximadamente 45°
entre os cletrodos. A incisdes laterais ¢ abdominal sobre a pele foram
suturadas utilizando linha de sutura absorvivel.

Todo o procedimento cirargico foi realizado sob uma manta
elétrica coberta por papel filme mantendo a temperatura do animal entre
37°C e 39°C durante a cirurgia. Apos a cirugia os animais foram tratados
com antibiético (Baytrill - 5% enrofloxacina, Bayer; 0,1 mg/Kg, s.c), e
analgésico (Ketofen - Cetoprofen 1%, Merial; 0,2 mg/Kg, s.c) ¢ o local de
incisdo tratado diariamente com Furacin (Nitrofural, Mantecorp) por 5
dias. Foi resguardado um periodo de 10 dias de recuperagdo antes da
utilizacdo dos animais em procedimentos experimentais.

3.4.3.2. Procedimento experimental

Apés o petiodo de recuperagido os animais foram divididos em
dois grupos experimentais Imobilidade tonica e grupo controle. Os
procedimentos experimentais se deram de maneira semelhante aos
descritos para a aferéncia da temperatura. Os animais foram
individualmente transportados para uma sala separada do biotério
contendo a gaiola experimental que consistia em uma atena retangular de
polietileno (45 cm de altura X 30 cm largura X 32 cm profundidade) de
cor branca, com exce¢io da face frontal, de vidro transparente para
possibilitar o registro em video do experimento e com a parte superior
coberta com uma tela de arame. O Receptor/Energizador (ER-4000, Mini-
Mitter) para os sensores telemétricos foi acoplado ao assoalho externo da
gaiola experimental e ligado a um microcomputador para o registro da FC
média utilizando o software VitalView (Starr Life sciences, Bend, Oregon,
USA) com uma taxa de aquisi¢io de 1Hz. Os animais de ambos os grupos

foram ambientados a gaiola de registro por 24 horas antes do inicio do

51



experimentos. Durante este perfodo os animais tiveram livre acesso a dgua
filtrada e racio.

Apbs a ambientacao os animais do grupo IT foram submetidos ao
teste de imobilidade ténica conforme o descrito na secio 3.2. Os animais
pertencentes ao grupo controle foram apenas contidos manualmente
dentro do ambiente de registro, sem desencadear o comportamento de
imobilidade tonica. Todos os registro de FC foram realizados durante todo
o periodo em que os animais se encontravam na gaiola de registro
(incluindo as 24 horas de ambientacdo) e se seguiram por mais duas horas
apds a contencdo/IT, gerando um registro com aproximadamente 26

horas para cada um dos animais.
3.4.3.3. Analise estatistica

Os dados de frequéncia cardfaca de cada um dos animais foram
exportados do software de registro em formato de texto ASCII (American
Standard Code for Information Interchange) e processados através de um
algoritmo préprio utilizando o softwate MatLab® (versio 7, The
MathWorks, inc. 2010) para extragdo da FC de linha de base, médias de FC
em periodos de 10 minutos a partir da contengo, tempo de laténcia para o
pico de FC e retorno a linha de base e FC média em cada um dos periodos
da imobilidade ténica.

Todos os dados foram previamente testados quanto a
normalidade  (teste de Kolmolgorov-Smirnov) e quanto a
homocedasticidade (teste de Levene). A frequéncia cardiaca basal foi
determinada para cada animal utilizando uma média da FC em periodo de
10 minutos anteriores ao teste de I'T.

As médias de FC nos diferentes periodos da IT foram analisadas
utilizando ANOVA de uma via com medidas repetidas para averiguar
diferengas entre a FC de linha de base e os demais periodos da IT seguido
por pos-teste de Duncan. Para averiguacdo das diferencas FC em
comparacio a FC basal e os perfodos de 10 minutos apds a
conten¢do/manipulagio e as diferencas entre as Frequéncias cardfacas do
grupo controle e IT, foi utilizada ANOVA de duas vias com medidas
repetidas seguida do pos-teste de Duncan. As diferengas entre os grupos
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controle e IT quanto a laténcia para o pico e queda de FC foram
averiguadas utilizado o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney).

Todos os teste estatisticos foram realizados com o auxilio do

n_n

software Statistica 8 e foram aceitos como significantes valores de "p

inferiotres a 0,05.

3.5. ASPECTOS NEUROANATOMICOS DA IMOBILIDADE
TONICA

3.5.1. Avaliagdo da expressdo de c-Fos

Para a avaliagdo das expressio de c-Fos foram utilizados 12
pombos de ambos os sexos (7 machos e 5 fémeas) divididos
aleatoriamente em trés grupos experimentais: I'T, controle manipulado e
controle nido manipulado. Os animais pertencentes ao grupo IT foram
retirados da gaiola casa e submetidos os teste de imobilidade tonica (se¢do
3.2). Apés o teste os animais foram devolvidos a gaiola casa e sactificados
por perfusdo transcardiaca (descri¢do abaixo) 90 min. apds o término da
IT.

De maneira semelhante, os animais do grupo manipulado foram
transportados individualmente até a sala experimental onde foram
manipulados por 5 min., sem a indugio de imobilidade tonica. Apds esse
periodo eram levados a gaiola casa e perfundidos 90 min apds a
manipulagdo.  Os animais do grupo controle nio manipulado foram
apenas retirados da gaiola casa e eutanasiados de modo a fornecerem dados
sobre a expressdo basal de c-Fos no encéfalo.

3.5.2. Perfusio e histologia

Os animais foram anestesiados com uma mistura de Xilazina (0,05
g/100 g de peso corporal) e Cetamina (0,15 ¢/100 g de peso corporal) e
perfundidos transcordialmente com 300 ml de solucio de sacarose (9,25%
mantida a 37°C, com hepatina 1%) seguida por 300 ml de solucio de
paraformaldeido (4% em tampido fosfato pH 7,4). Os encéfalos foram
retirados, blocados e pés-fixados em paraformaldeido (4% em tampio
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fosfato) a 4°C por 24 h. Apéds esse petiodo os blocos foram transferidos
para uma solu¢do de tampio fostato-salina (PBS) 0,IM e armazenados a
4°C. Os blocos foram incluidos em gelatina 10% e seccionados em
vibratomo (Vibratome® 1500, St. Louis, MO, USA) em cortes coronais a
uma espessura de 50 pm. As sec¢des foram coletadas em PBS 0,01M e
divididas em 5 compartimentos seriados sendo entdo transferidas para
tubos plasticos de 4 ml contendo solucdo anticongelante (Propilenoglicol
10%+Sacarose 30% em PB 0,2 M). Os tubos foram armazenados em
freezer a -24°C até que as sec¢Oes fossem processadas nas reagdes de

imunoistoquimica.
3.5.3. Procedimentos histoquimicos
3.5.3.1. c-Fos

As seccoes obtidas conforme desctito acima foram lavadas em
solucdo tampao fosfato salina 0,1 M + Triton 0,15% (PBST), em 3 banhos
de 5 min cada, logo apds foi feito o bloqueio da petoxidase enddgena,
utilizando H>O» 0,3% + metanol por 30 min. Novamente, as sec¢oes
foram lavadas com PBST em 4 banhos de 5min. cada. Apds esse processo
as sec¢bes foram incubadas por 60 min. em solugdo de PBST +
soroalbumina bovina 2% (BSA, Sigma Chemical, St. Louis, MO, USA).
Em seguida foram incubados com o anticorpo primério Anti-c-fos (IgG
polyclonal de coelho, SC-52, Santa cruz Biotechnology, Inc., Dallas, TX,
USA) em dilui¢do de 1:2000 a 4°C overnight (18 horas). Apds o petriodo de
incubacio do anticorpo primério as sec¢des foram lavadas em 3 banhos de
PBST por 5 min., apds os quais, foi feita a incuba¢do com o anticorpo
secunditio (Vectastain®, Elite ABC kit anti-IgG de coelho, PK-6101,
Vector labs, Butlingame, CA, USA) em dilui¢do de 1:1000 por 90 min. Os
cortes foram novamente submetidos a 3 banhos de PBST por 5 min e
entio incubados com ABC ( PBST. + avidina + peroxidase biotinilada) em
dilui¢do de 1:1000 por 2 h. Em seguida, as sec¢des foram lavadas com
PBST 3 vezes por 5 min. e lavadas novamente por 1 vez de 5min. com
PBS sem a adicdo de triton x-100. Apds esse processo as sec¢es foram
reveladas utilizando o kit DAB de rea¢do da peroxidase (SK-4700, Vector
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labs, Butlingame, CA, USA). Para todas as reagdes foram realizados
controles negativos, que seguem todo o procedimento exceto a adi¢do do
anti-corpo secundario de modo a descartar marcagoes inespecificas.
Finalmente os cortes foram lavados com dgua destilada, montados sobre

laminas gelatinizadas, desidratados, diafanizados ecobertos com laminula.
3.5.3.2. Dupla marcacio c-Fos/CRH

Seceoes contendo o hipotilamo, obtidas conforme o descrito
acima, foram lavadas em PBST em 4 banhos de 5 min cada. Logo ap6s, foi
feito o bloqueio da peroxidase enddgena, utilizando H202 0,3% + metanol
por 30 min. Novamente, as sec¢oes foram lavadas com PBST em 4 banhos
de 5 min. cada. A seguir as sec¢bes foram incubadas por 60 min em
solugdo de PBST + soroalbumina bovina 2% (BSA, Sigma Chemical, St.
Louis, MO, USA). Em seguida foram incubados com o anticorpo primatio
Anti-c-fos (IgG polyclonal de coelho, SC-52, Santa cruz Biotechnology,
Inc., Dallas, TX, USA) em diluicdo de 1:2000 a 4°C overnight (18 horas).
Ap6s o periodo de incubacio do anticorpo primario as sec¢des foram
lavadas em 4 banhos de PBST por 5 min., apds os quais, foi feita a
incubacdo com o anticorpo secundario (Vectastain®, Elite ABC kit anti-
IgG de coelho, PK-6101, Vector Labs, Burlingame, CA, USA) em dilui¢do
de 1:1000 por 90min. Os cortes foram novamente submetidos a 4 banhos
de PBST por 5 min. e entio incubados com ABC ( PBST. + avidina +
peroxidase biotinilada) em diluicio de 1:1000 por 2 h. Em seguida, as
sec¢bes foram lavadas com PBST 4 vezes por 5 min. e lavadas novamente
por 1 vez de 5min. com PBS. Apds esse processo as sec¢des foram
reveladas utilizando o kit DAB de reacio da peroxidade (SK-4700, Vector
Labs, Burlingame, CA, USA). A rea¢io de revelagio foi interrompida com
um banho de PBS 0,1M a 4°C e novamente as sec¢oes foram lavadas por 4
vezes de 5 minutos com PBST. Foi realizado um novo bloqueio da
peroxidase lavando as secgoes por 40 min. com metanol +H>Oz 0,3%. As
sec¢bes foram entdo lavadas por 4 vezes de 5 min. com PBST e incubadas
por 90min. com PBST + soroalbumina bovina 2% (BSA, Sigma Chemical,
St. Louis, MO, USA). Apéds este processo o tecido foi incubado com o
anticorpo primario anti-CRH (IgG polyclonal de cobaia, T-5007.0050,
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Peninsula Laboratoties, San Catlos, CA, USA) overnight (18 horas) a 4°C em
dilui¢do de 1:2000. Apds a incubagdo do anticorpo primdrio as secgdes
foram lavadas por 4 vezes de 5 minutos e incubadas com o anticorpo
secundario (anti-IgG de cobaia biotinilado, BA-7000, Vector labs,
Burlingame, CA, USA) por 2 h. As cortes foram novamente submetidos a
4 banhos de PBST por 5 min. e entdo incubados com ABC ( PBST. +
avidina + peroxidase biotinilada, Standard Kit, Vector Labs) em dilui¢do de
1:1000 por 2 h. As sec¢des foram lavadas por 4 vezes de 5 minutos em
PBS e reveladas utilizando o kit NovaRed para substrado da reagdo da
peroxidase (VECTOR NovaRED Peroxidase (HRP) Substrate Kit, SK-
4800, Vector Labs) por 4 minutos. A reagdo foi interrompida com PBS a
4°C e os cortes foram lavados com dgua destilada, montados sobre laminas
gelatinizadas, desidratados, diafanizados e cobertos com laminula.

3.5.3.3. NADPH Diaforase

Seccoes do mesencéfalo, obtidas conforme descrito acima, foram
processadas pata a deteccio de NADPH diaforase segundo o protocolo
descrito por Vincent e Kimura (1992). As sec¢des foram lavadas 3 vezes
por 5 min. em PB 0,2 M+Triton x-100 0,3%, em seguida as sec¢bes foram
incubadas em uma solugio de nitroblue tetrazolium (0,1 mg/ml)+B-
NADPH (1 mg/ml) em PB 0,2M+ 0,3% Triton x-100 2 37°C por 60
minutos. Apds esse petiodo as sec¢des foram lavadas por 2 vezes de 5
minutos em PB 0,2 M 4 4°C para interromper a reacio. As seccbes foram
entdo montadas sobre laminas gelatinizadas, desidratadas, diafanizadas e

cobertas com laminula.
3.5.4. Microscopia e quantificagao

As laminas foram observadas em microscopio 6ptico (Olympus
BH2) acoplado a uma cidmera digital (PixeLink® PL-B623) para
documentagdo fotografica do material e subsequente quantificagdo de
nucleos c-Fos+. A quantificacdo de células c-Fos+ e CRH+ nas regides de
interesse foram realizadas em duas sec¢des adjacentes com um intervalo de

250 pm entre si. As fotomicrografias de cada uma das dreas foram
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transformadas em imagens bindrias com um limiar relativo de 0.35
utilizando o software Image]. Este procedimento eliminou todos os
nucleos fracamente matcados, proporcionando um critério objetivo para a
marca¢do minima de c-Fos a ser quantificada (Fig. 2 A,B). O centro de
cada um dos nucleos de interesse foi incluso em uma area de 0,2mm? e os
nucleos c-Fos+ dentro desta area foram quantificados também utilizando o
software Image]. Este procedimento foi realizado de modo com que o
experimentador nio tivesse conhecimento sobre o grupo experimental ao
qual cada animal pertencia.

O ndimero total de nucleos quantificados em cada uma das regiGes
foi dividido pela area de quantifica¢do gerando uma estimativa do numero
de nicleos c-Fos+ por milimetro quadrado. Para cada animal, o nimero de
células c-Fos+/mm? em cada uma das regides foi gerado através da média
aritimética da quantificagdo das duas sec¢oes adjacentes. Este numero foi

entio utilizado para a andlise estatistica dos dados.
3.5.5. Distritos encefalicos de interesse

De uma maneira geral, utilizamos o atlas estereotaxico do encéfalo
do pombo (KARTEN e¢ HODOS, 1967) para definir as regides ¢ os niveis
anatémicos (no eixo rostro-caudal), bem como para a definicio dos
subnucleos da area septal do Arcopallium utilizados neste trabalho. O
complexo ICo/GCt foi subdividido em suas diferentes regides anatémicas
segundo o proposto por Kingsbury ez 4/ (2011).

A formag¢io hipocampal, rostral e caudal, foi subdividida
conforme suas caracteristicas hodolégicas (ATOJI e WILD, 20006) e
principalmente neuroquimicas, conforme o proposto por HEROLD e
cols. (2014). Para a definicio dos distritos hipotalimicos usamos como
referéncia os trabalhos de Kuenzel e van Tienhoven (1982) e Nagarajan e7
al. (2014) para a definicio entre as porc¢oes dorsais e ventrais do nucleo
paraventricular do hipotdlamo. Finalmente, para a definicio das
subdivisdes do nucleo intersticial da estria terminal foram utilizados os
trabalhos de Aste ez al. (1998) e Atoji, Saito e Wild (2006). A nomenclatura
dos distritos encefdlicos adotada neste trabalho foi a proposta pelo férum
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para a revisdo da nomenclatura anatomica do encéfalo de aves de 2004
(REINER ez al., 2004).

Anti-c-Fos

S\ Anti-c-Fos

T

Figura 2. Controles imunoistoquimicos e descricio das areas de quantificagdo. A)
Imagem representativa da marcagio para c-Fos. Setas indicam nucleos
quantificados. B) Imagem binaria mostrando o limiar que define as células a serem
quantificadas. C) Controle negativo da reag¢io, sem a adi¢do do anticorpo primario
anti-c-Fos. D-K) Desenhos esquematicos de sec¢bes coronais do encéfalo do
pombo. D) Desenho esquematico mostrando areas de quantificagdo nas regides da
area septal, BSTn e area préoptica medial E) Desenhos esquematico mostrando
areas de quantificagio no complexo amigdaléide. F-G) Detalhe do hipocampo
rostral (F) e caudal (G) mostrando dreas de quantificagdo. H) Detalhe do
diencéfalo, mostrando é4reas de quantificagdio no PVNd e PVNv. I-]) desenhos
detalhados do mesencéfalo mostrando areas de quantificagio em regidos do
complexo ICo/GCt rostral (I), intermediario (J) e caudal (K).
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4. RESULTADOS
4.1. ASPECTOS ETOLOGICOS DA IMOBILIDADE TONICA
4.1.1. Descrigdo qualitativa do comportamento de imobilidade t6nica

Apbs o posicionamento em decdbito dorsal e subsequente
conten¢do das asas e cabeca, todos os pombos resistem a manipulagio,
mantendo as patas perpendiculares ao corpo e for¢ando os dedos contra a
mao do experimentador. Naqueles animais que expressam imobilidade
tonica (95%; 117 pombos; Fig. 5A) essa resisténcia termina ap6és alguns
segundos e os animais deixam de apresentar esse comportamento de
esquiva. E comum nos animais que sdo refratarios ao teste (5%; Fig. 5A),
que a tentativa de esquiva se dé durante todo o periodo de contencio.
Entretanto, encerrar a resisténcia a conten¢do nio pode ser considerada
como um preditor para a IT uma vez que, uma parcela dos animais
refratarios também deixa de resistir ao petiodo de conten¢io. Com o fim
da contencgio, ou seja, liberacdo da cabeca e asas, os animais nio refratarios
parecem perder o toénus dos membros posteriores, mantendo as patas
paralelamente a superficie ventral do corpo durante o restante da
imobilidade (Fig. 3B).

Em 16% dos animais (19 pombos), um certo tonus dos membros
posteriores parece perdurar durante a maior parte do teste mantendo-se
perpendicular ao eixo rostro-caudal (Fig. 3A). Em menor numero,
pudemos observar ocasides em que apenas uma das patas era movida
enquanto a outra permanecia na posicio perpendicular. Durante a IT,
todos os animais mantém as asas junto ao corpo. Este posicionamento das
asas ndo parece se alterar no decorrer do teste.

Imediatamente apds a liberacdo é possivel observar contragoes
rapidas da musculatura peitoral supetficial (shivering). Também obsetrvamos
variagoes individuais quanto ao posicionamento da cabe¢a durante a IT.
Os pombos mantém a cabeca 1) rotacionada no cixo latero-lateral
mantendo os olhos perpendiculares ao assoalho (Fig 3C) ou 2) voltada na

direcdo do assoalho mantendo o bico no mesmo eixo do corpo (Fig. 3D).
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Hsse posicionamento diferenciado com a cabega parece ser relevante, pois
durante toda a duracio de I'T siao observados movimentos sutis da cabeca.
Os animais que mantém a cabega rotacionada a movem para cima,
levando o bico e o olho na direcio do corpo, enquanto os animais que
posicionam a cabega no mesmo eixo do corpo movem o bico para os dois
lados ao longo do eixo latero-lateral. Nos primeiros minutos de
imobilidade esses movimentos sio sutis e podem ser mais facilmente
visualizados quando o video é analisado em uma velocidade acelerada.
Todavia, a mobilidade da cabega tende a aumentar nos minutos que
precedem o final da IT, ou seja, o retorno do animal a postura normal.
Ainda que os movimentos da cabeca paregam prever o final da IT,
qualitativamente, ndo observamos uma relagdio entre os tipos de
posicionamento da cabe¢a com a duragio da IT em cada um dos animais.
De forma notavel, movimentos oculares e palpebrais estio
presentes e se modificam durante todo o tempo em que os animais
permanecem em imobilidade tonica. Os movimentos oculares parecem
acompanhar os movimentos da cabe¢a e sdo mais intensos nos perfodos
finais da IT. Diferentemente, os movimentos palpebrais estdio pouco
presentes no inicio da IT. Nesses periodos, podemos observar apenas
movimentos rapidos de piscar com duracdes pequenas (200+60ms) e os
animais passam a maior parte do tempo com os olhos abertos. Avancando
no tempo de IT, os movimentos rdpidos parecem ser substituidos por
piscadas lentas (1s%0,3s) que se assemelham com o comportamento de
sonoléncia observado em pombos. Em imobilidades superiores a 7
minutos ¢é possivel observar esses movimentos palpebrais lentos serem
substituidos novamente pela auséncia de piscadas, porém os animais
passam mais tempo com os olhos completamente fechados. A volta da
predominancia de piscadas lentas pode ser sibita e 1) ou o ciclo de
movimentos palpebrais se reinicia ou 2) o animal finaliza o periodo de IT.
Ao final da IT os animais levam as patas novamente a posi¢io
perpendicular ao corpo, e propelem-se para a frente retornando a postura
bipede normal. Logo apds o retorno postural, os pombos sio
manualmente retirados da arena e levados pata a gaiola-casa. Durante esta
manipulagdo os pombos apresentam movimentos balisticos e angulares da

cabeca e também ¢é possivel notar uma queda de temperatura das patas.
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Figura 3. Descri¢ao da imobilidade ténica. A) Pombo em imobilidade tonica
apresentando membros posteriores em posi¢do perpendicular ao eixo do tronco.
B) Pombo em imobilidade tonica apresentando perda do tonus da musculatura dos
membros inferiores. C-D)Comparagdo entre os posicionamentos da cabega
durante a IT em pombos.

4.1.2. Caracterizagio e analise dos movimentos palpebrais

Nos 14 pombos avaliados, a laténcia média para o aparecimento
dos movimentos palpebrais rapidos foi de 48,5+4,75s (MédiatEPM). Os
animais iniciaram a apresenta¢do de piscadas lentas por volta do terceiro
minuto em imobilidade ténica, com uma laténcia média de 222,30+14,91s.
O comportamento semelhante ao sono (olhos fechados por periodos
maiores que 1,5s) se iniciou a partir do sexto minuto de imobilidade tonica,
como uma laténcia média de 409,90+210,07s.

A figura 4 (A-C) ilustra os diferentes tipos de movimentos
palpebrais e sua velocidade utilizando 1 a cada 3 frames de 2 segundos de
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video. Nos primeiros 3 minutos em IT os animais apresentam apenas
movimentos palpebrais rapidos, porém a frequéncia média desses
movimentos no primeiro minuto foi de apenas 8+0,3 piscadas. Ou seja, em
1 minuto de analise esses animais piscam em média 8 vezes, mantendo os
olhos abertos durante quase todo o tempo avaliado (Fig 4 D).

A 200ms Piscada répida

Piscada lenta

Fechado

T Piscada répida Frequéncia de piscadas Frequéncia relativa de piscadas
* & Piscada lenta 601\ Piscada ripida
& Fechado \ Piscada lenta

*\ Fechado

@

Frequéncia
-

Frequéncia relativa (%)

. 4 5 6 7
Tempo (min.) Tempo (min.)

Figura 4. Andlise dos movimentos palpebrais durante a IT. A-C) Ilustragao dos
movimentos palpebrais retirados de 2 segundos de video. Cada frame equivale a
um intervalo de 100ms. A) Detalhe do olho de um pombo realizando movimentos
palpebrais rapidos durante a IT. O tempo do inicio e fim do movimento ¢ de
aproximadamente 200ms. B) Detalhe do olho de um pombo realizando
movimentos palpebrais lentos durante a IT. O tempo do inicio e fim do
movimento ¢ de aproximadamente 1s. C) Detalhe do olho de um pombo com os
olhos fechados durante o periodo de 2 segundos. D) Frequéncia absoluta de
movimentos palpebrais rapidos, lentos, e olhos fechados durante 10 minutos de IT
(MédiatEPM). E) Frequéncia relativa de movimentos palpebrais durante a IT.
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Uma analise das frequéncias relativas revelou uma predominancia
dos movimentos rapidos nos trés primeiros minutos do teste. A partir do
quarto minuto a frequéncia de movimentos rapidos comeca a cair dando
lugar aos movimentos lentos. Esses movimentos por sua vez sdo
substituidos por uma predomindncia de olhos fechados a partir do oitavo
minuto em IT. A figura 4E ilustra as mudangas dos movimentos palpebrais
no tempo durante a imobilidade tonica.

Em resumo, nos primeiros minutos da IT existe uma
predomindncia de movimentos palpebrais rapidos, que ¢é substituido por
movimentos lentos nos minutos seguintes. Com o aumento do tempo em
IT, os pombos comegam a apresentar um comportamento semelhante ao

sono, mantendo seus olhos predominantemente fechados.
4.1.3. Distribui¢do da I'T em uma coorte de pombos

A média de duragio de IT para a coorte estudada foi de
452,53+40,75s (Médiat EPM), contando com um minimo de 0 segundos e
um maximo de 2050 segundos. A distribui¢do das duraces de imobilidade
tonica da populacio de pombos (Fig. 5 A) ndo segue uma distribuicdo
gaussiana (teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov, p<0,05). Cinco
por cento dos animais avaliados apresentaram dura¢des menores que 10
segundos, ou seja, sio considerados refratirios ao teste segundo nossos
critérios.

A maior parte dos animais (57%) apresenta duragdes de IT
concentradas entre 10 e 500 segundos e apenas uma pequena parcela da
populagido (8.8%) apresenta dura¢es superiores a 1000 segundos. O
numero de tentativas para desencadear a IT também possui uma
distribuicio nido-gaussiana (teste de Kolmogorov-Smirnov, p<0,05), 70%
dos animais apresentam imobilidade tonica na primeira tentativa e esse
nimero parece decrescer com o aumento do nimero de tentativas (Fig.
5B). Em 5 tentativas estdo contidos os animais refratarios ao teste (6
animais) e os animais que apresentaram IT apés o maximo de tentativas (2
animais).

O numero de tentativas para que um animal exiba imobilidade

tonica apresentou uma correlacdo negativa significante com a duragio de
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IT (teste de Spearman: r=-0.31, p=0.00049). Ou seja, a probabilidade para
que um pombo permaneca em IT por grandes duracSes diminui
linearmente com o aumento do nimero de tentativas para desencadear o
comportamento (Fig. 5 C). O teste de Mann-Whitney (U=613,5 p=0,14)
nao revelou diferencas significativas entre machos (n=89; Médiat EPM:
403,97142,58) ¢ fémeas (n=34; MédiatEPM: 579,64£94,22) quanto ao
tempo de permanéncia em IT (Fig. 5 D).
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Figura 5. Distribui¢do de duracdo e tentativas de IT na coorte de pombos A)
Histograma das distribuicao das duragées de imobilidade tonica em uma populagao
de 123 pombos. A porcentagem das observagdes e o nimero bruto de observacoes
encontra-se marcada acima de cada uma das barras. A linha vermelha mostra a
distribuicio normal esperada. B) Distribuicdo das tentativas para desencadear IT
na populagio de 123 pombos. A porcentagem das observagdes ¢ o nimero bruto
de observacdes encontra-se marcada acima de cada uma das barras. A linha
vermelha mostra a distribuigdo normal esperada. C) grafico de correlagio entre a
duragio de IT (ordenadas) e o numero de tentativas para desencadear a IT
(Abscissas). D) Comparacdo entre machos e fémeas quanto a duracio de IT. O
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grafico ¢ representado pela mediana (ponto central), quartis (caixa) e minimo e
maximo (bigodes).

4.1.4. Experimentos de habituagio: Efeitos do re-teste

Para os animais submetidos a um teste de IT a cada 7 dias a
duragdo média da primeira I'T foi de 329,23+104.57 s (Médiat EPM; n=13)
com uma duracio minima de 27 s e maxima de 1450s. A analise de
variancia com medidas repetidas (ANOVA de Friedman) ndo indicou
diferencas significativas entre as repeti¢oes (y* we=3= 0,809 p=0,847; Fig.
6A). As andlises de correlagio entre as dura¢des das IT realizadas nos
diferentes testes revelou correlagdes positivas estatisticamente significantes
entre as duragdo da primeira IT e as durages das demais imobilidades com
coeficientes de correlagiao acima de 0.90 para todos os testes (Para valores
de re "p" ver Fig. 6B).

Para os testes de IT repetidos em intervalos de 24 horas, a
duragio média da primeira IT foi de 670,25s+157,92s (Médiat EPM; n=8)
com um minimo de 73 s e um maximo de 1296s.
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Figura 6. Efeito re-teste de imobilidade tonica em diferentes intervalos. A, C, E)
Griaficos das duragdes medianas das ITs repetidas nos mesmos animais em
intervalos de (A) 7 dias (n=14), (B) 24 horas (n=8) e¢ (C) 30 segundos (n=8).
B,D,F). Graficos de correlagao entre a primeira imobilidade tonica e as demais ITs
repetidas em intervalos de (B) 7 dias , (D) 24 horas e (F) 30 segundos. Os grificos
(A,C,E) estio representados pelas medianas (ponto central), quartis (caixa) e
minimo e maéximo (bigodes). Para os graficos de correlagio: sR= indice
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decorrelacio conforme o teste ndo-paramétrico de Spearman. Significancia

estatistica foi considerada para valores de "p" inferiores a 0,05.

Nio houve efeito do re-teste com 24 h de intervalo sobre as
duragdes médias de IT (x> we=3= 2,55 p=0,466; Fig. 6C). As anilises de
correlacao entre a duragio da primeira I'T e as demais, relevou correlagdes
estatisticamente significantes para todos os testes com coeficientes de
correlagdo superiores a 0.83 (Fig. 6D).

Os re-testes realizados em intervalos de 30 segundos nio
apresentaram diferencas significantes, embora pareca haver uma tendéncia
ao aumento da duracio de IT com a tepeticio do teste. A andlise de
variancia com medidas repetidas revelou uma diferenca marginalmente
significante entre as durages de I'T em cada um dos testes (n=38; y* wr=3=
7,40 p=0,06; Fig. 6E). O teste de Spearman ndo revelou correlagSes
significantes entre a duracdo da primeira IT e a duragdo apresentada nos
testes subsequentes, sendo todos os coeficientes de correlagdo inferiores a
0.37 (Fig 6F). As duracdes médias das quatro ITs realizadas em cada um

dos intervalos estdo apresentadas da tabela 1.

Tabela 1. Duragio média de IT (em segundos) nos re-testes.

Intervalo  Duragdo da Duragidoda  Duragido da 3* Duragio da 4*
1*IT 2*IT IT IT

7 dias 329,23+104,6  310,82%£112,2  377,231149,5 278,92+128,0
24 h 670,25s+157,3  730,87£156,3  785,001+134,6 767,62+160,2
30 s 77,7143+32,8  81,8571£24,7  175,1429+64,4 369,2857+163,5

Valores expressos em médiar EPM.

4.2. ASPECTOS FISIOLOGICOS DA IMOBILIDADE TONICA:
TEMPERATURA CORPORAL E FREQUENCIA CARDIACA

4.2.1. Temperatura corporal superficial

A duragio média de imobilidade tonica para os cinco animais
utilizados nesse estudo foi de 173,2+39,9s (Médiat EPM) sendo o minimo
de 87s e o maximo de 311s. As linhas de base de temperatura das regides

analisadas foram retiradas a partir da primeira imagem termografica (logo
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apds o término da conten¢io). A por¢io ventral da asa/lateral do corpo
mostrou-se com a tempertura basal mais elevada (39,84%0,59 °C) e as
temperaturas médias mais baixas registradas foram as da regido peitoral
(36,0£0,47 °C). A variagdo da temperatura com o tempo de I'T pode ser
visualmente observada pelas imagens presentes na figura 7A.

As variagSes de temperatura foram entdo correlacionadas com o
tempo de imobilidade tonica utilizando um modelo de regressdo linear e
testados utilizando o teste de correlagio ndo-paramétrico de Spearman. A
figura 7B mostra o grafico da variacdo média de todas as regides durante a
IT. De uma maneira geral, a temperatura externa dos pombos submetidos
a IT diminui em func¢do do tempo em imobilidade (Spearman r= -0,663;
p=0,0004). A mesma analise para cada uma das regiGes obteve resultados
semelhantes (Fig. 7 C, E, F), com exce¢io da regido ventral da asa que nio
apresentou queda significante de temperatura com o tempo em IT (Fig. 7

D).
4.2.2. Temperatura corporal interna

A figura 8A mostra o registro de temperatura e actimetria de um
pombo durante a imobilidade tonica, bem como de duas horas
antecedentes e duas horas subsequentes a I'T. Para as andlises dos dados foi
utilizado a média de temperatura dos 10 minutos antecedentes a IT como
linha de base para cada animal. As medidas de actimetria nido foram
analisadas uma vez que durante a imobilidade tonica ndo existe a presenga
de atividade locomotora (Fig. 8 A).

A média de imobilidade do grupo IT manteve a mesma
variabilidade esperada (MédiatEPM: 994,0+409,20s) com uma média de
temperatura interna basal de 40,84+0,20 °C. A ANOVA de medidas
repetidas revelou um aumento estatisticamente significante da temperatura
interna nos perfodos analisados (F=6=7,2; p<0,001). Em analise post-hoc
(Duncan) foi averiguado que as temperaturas médias registradas durante a
IT sdo significativamente maiores do que a linha de base, ¢ que esse
aumento perdura até 30 minutos ap6s o fim da imobilidade. Nio foram
encontradas diferengas entre a temperatura base e a temperatura registrada
60 minutos ap6s a I'T (Fig. 7B).
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Para averiguar a influéncia da manipulagido sobre a temperatura
interna, comparamos as temperaturas médias dos animais do grupo
controle (manipulado por 1 minuto) e daqueles animais nos quais foi
induzida a imobilidade tonica. A linha de base de temperatura foi extraida
da média de temperatura de cada um dos animais nos 10 minutos
antecedentes a4 manipulacio ou contencio (MédiafEPM: Controle:
41,1620,24 °C / IT: 40,8410,20 °C). A figura 8 C mostra o grifico no
qual foram plotadas as diferencas de temperatura em cada um dos perfodos
com relagdo a linha de base (A= Temperatura periodo - temperatura base)
de ambos os grupos. A analise de varidncia de duas vias com medidas
repetidas revelou diferencas significantes na temperatura em cada um dos
grupos no fator tempo (ANOVA: Fur=6=16,78; p<0,001), porém, nao
foram detectadas diferencas significativas entre os grupos (ANOVA:
F(df:l):2,34; p:O,145) .

No grupo controle, o teste post-hoc de Duncan revelou um
aumento significante da temperatura em cada um dos periodos quando
comparados a linha de base e com a exce¢do do periodo de 60 minutos
apos a contengao, essa diferenca também pode ser observada no grupo IT,
porém, neste grupo nio existe diferenca estatistica entre os periodos de 50
min. ¢ 60 min. e a temperatura de linha de base (Fig. 8 C). Os valores das
temperaturas médias em cada um dos periodos, bem como a temperatura
de linha de base estdo apresentadas na tabela 2.

Analise da laténcia mediana para que cada grupo atingisse o pico
de temperatura apds a manipulacdo ou contencio (p=0,65) nio mostrou
diferengas significativas entre os dois grupos (Fig. 8 D). Também nio
pudemos encontrar uma correlacdo entre a durac¢io de imobilidade tonica e
a laténcia para o pico de temperatura (Spearman: R=0,26; p=0,46) nos
animais do grupo IT (Fig. 8 E).
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Tabela 2. Temperatura corporal interna média em intervalos 10 minutos apds a

manipula¢io/Inducio da IT

Periodo Controle (manipulado) Imobilidade ténica
Linha de base 41,16£0,25°C* 40,79£0,22°C
10 minutos 41,81%0,22°C* 41,27%0,17°C*
20 minutos 41,84£0,24°C* 41,46%0,10°C*
30 minutos 41,78%0,24°C* 41,40%0,11°C*
40 minutos 41,65%0,24°C* 41,18%0,10°C*
50 minutos 41,4910,24°C* 41,04%0,10°C*
60 minutos 41,45%0,26°C* 41,05%0,12°C*

Valores expressos em médiat EPM; "*"marca significincia estatistica entre um

petiodo e sua respectiva linha de base

Temperatura externa (total)
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Figura 7. Modificagdo da temperatura corporal superficial de pombos submetidos a

IT. A) Imagens termograficas sequenciais, em intervalos de 30 segundos, de um

animal durante Imobilidade tonica. A primeira imagem (t=0.0) foi usada como

linha de base; As regides marcadas foram utilizadas para as analises: 1) Anel orbital

70



(n=3). 2) Por¢io ventral das asas/lateral do corpo (n=5). 3) Patas (n=5). 4) Regido
medial do peitoral (n=>5). B) Médias das variacbes de temperatura (n=>5) de todas
das regies analisadas em fung¢do do tempo em IT. C) Variacdo de temperatura da
regido peitoral em func¢io do tempo de IT. D) Variagdo de temperatura da por¢ao
ventral da asa em func¢do do tempo em IT. E) Variacdo da temperatura da pata em
funcio do tempo em IT. F) Variagdo da temperatura do anel orbital em fungio do
tempo em IT. Abreviatura: t=tempo, Sr=indice de correlagio de Spearman.

4.2.3. Frequéncia cardiaca

Dos 16 pombos submetidos a cirurgia para a implantagao do
sensor telemétrico de FC, apenas 9 apresentaram registros vidveis para a
andlise dos dados. Devido a problemas nos sensores implantados os
registros que apresentavam falhas ou inconsisténcias forgaram a exclusao
destes animais dos grupos experimentais. A figura 9A mostra um exemplo
de um bom registro (pombo macho, P7) de FC utilizado na analise dos

dados aqui apresentados.

Tabela 3. Frequéncia cardiaca nos petiodos apds manipulagio/inducio da IT.

Periodo Controle Imobilidade tonica
FC Basal 132,6+21,41 115,9+16,87

10 min. 242,2429.23 (%) 246,2452,81 ()
20 min.(#) 256,9+18,76 () 138,4469,21

30 min.(#) 197,1145,18 (%) 122,3+23,82

40 min. 155,3+64,98 149,4+48.10

50 min. 157,7+48,07 141,9+24,71

60 min. 140,5+29,93 117,5+20,10

"+ diferencas significantes em comparagio 4 FC basal. "#" diferenca significante

entre os grupos. Valores expressos em média TEPM.
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Figura 8. Modificagdes da temperatura corporal interna de pombos submetidos a
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(lado direito, linha cinza) de um animal (P16) mostrando as variaveis de interesse
no petiodo de duas horas antecedentes a IT, durante a imobilidade e duas horas
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apés. As setas marcam o perfodo em que o animal permaneceu em imobilidade
tonica, note aumento de temperatura e auséncia de atividade actimétrica. B)
Variagdo de temperatura (MédiafrEPM) registrada nos animais do grupo IT. (¥)
marca diferenca significativa entre os petiodos ¢ a linha de base (Area em cinza:
MédiazEPM). C) Variacio de temperatura (MédiatEPM ) em perfodos de 10
minutos apés manipulacdo do grupo controle e contengio do grupo IT. (¥) marca
diferenca estatistica entre periodos de 10 minutos e respectivas linhas de base para
cada grupo. Nio foram encontradas diferencas significantes para comparagdes
entre grupos. D) Comparagio entre grupos da laténcia para atingir o pico de
temperatura ap6s manipulacao ou contengdo. Dados representados como mediana
(ponto central), quartis (caixa) e minimo e maximo (bigodes). E) Correlagio entre
tempo de IT e laténcia para o pico de temperatura nos animais do grupo IT.

A média de dura¢do de imobilidade tonica do grupo IT (n=4) foi
de 588,35£107,35s (Médiat EPM), refletindo a média e variabilidade dos
dados encontrados nos demais experimentos. A média de FC basal dos
animais IT, ou seja, a média de FC nos 10 minutos que antecederam o teste
de imobilidade ténica, foi de 115,95£16,87 batimentos por minuto
(MédiatEPM) e nido diferiu de maneira significante da FC basal média
apresentada pelos animais do grupo controle (132£21,41 bpm).

A andlise da FC média durante e apds a IT através da ANOVA de
uma via com medidas repetidas, revelou diferenga significante entre os
periodos  (F,18=11,095, p=0,0003). A analise post-hoc de Duncan
mostrou que a FC de linha de base difere da FC do perfodo inicial
(p<0,001) e do periodo intermediario da IT (p=0,0025). Nos demais
periodos (Final, Apés a IT, 30 minutos e 60 minutos apos) essas diferencas
em relagdo a FC média basal ndo podem mais ser observadas (Fig. 9 B). A
frequéncia cardfaca média do perfodo inicial e intermediario da imobilidade
tonica, também apresentam diferencas estatisticamente significantes
quando comparados aos demais perfodos pelo teste de Duncan (Fig. 9 B).

Comparando a FC do grupo IT com o grupo controle (Fig. 9 C),
utilizando uma andlise de varidncia de duas vias com medidas repetidas
puderam ser observadas diferencas significantes dos fatores tempo
(F42=12,63, p<0,001) e grupo (Fu7=5,16, p=0,05), bem com uma
interagdo significante entre os fatores (Fs42=3,463, p=0,007).

De uma maneira geral, ambos os grupos apresentam um aumento
significante da FC nos perfodos iniciais apds a manipulag¢do ou contengio
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para IT. Esses valores retornam aos niveis basais dentro de 60 minutos
(Fig.9C). Em uma analise pos hoc (Duncan) foi possivel observar que tanto
o grupo IT, quanto o grupo controle, apresentaram um aumento
significante da FC nos primeiros 10 minutos apds a
contencio/manipulagio em comparacio a FC basal. Entretanto, o
aumento significante de FC observado no grupo controle persiste até 30
minutos apds a manipulagdo enquanto aos 20 min. apds a contencdo essa
ja ndo péde mais ser observada no grupo IT (Fig. 9 C).

Os petiodos de 20 e 30 min. apds a conten¢io/manipulacio
apresentam diferengas estatisticas entre os grupos (Fig. 9 C). Diferencas
entre grupos nio puderam ser observadas em nenhum dos outros perfodos
avaliados (Fig. 9 C; 20 minutos: p=0,0003; 30 min.: p=0,021). Os valores
médiosterro padrao de frequéncia cardiaca para cada um dos periodos nos
dois grupos estdo apresentadas na tabela 3.

Foram analisados os tempos médios necessarios para que cada
grupo atingisse o pico de FC apds a manipulacio. O grupo submetido ao
teste de IT apresentou uma laténcia média de 221+41,49 s (MédiatEPM)
para atingir o pico médio de FC (Fig. 9 D). Para o grupo manipulado a
laténcia média para o pico de FC foi de 115,4£12,06 s (Médiat EPM). Nio
puderam ser encontradas diferencas estatisticamente significantes entre os
grupos utilizando a analise nio-paramétrica de Mann-Whitney (p=0,080).
A anilise da laténcia para o retorno aos niveis basais de FC revelou
diferencas estatisticas significantes entre os grupos (Fig. 9 E; p=0,014).
Com o grupo IT retornando mais cedo (451,7£61,75s) a FC basal quando
comparado ao grupo controle (2838,2+76,77s).
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Figura 9. Modifica¢bes cardiacas durante a imobilidade ténica. A) Registro de FC
(linha vermelha, lado esquerdo) e actimetria (linha cinza, lado direito) de um animal
(P7) mostrando as vatidveis de interesse no periodo de uma hora antecedente a IT,
durante a imobilidade e uma hora apés a IT. As setas marcam o petiodo em que o
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animal permaneceu em imobilidade tbnica. B) Variacdo de FC (MédiatEPM)
registrada nos animais do grupo IT. (*) marca diferenga significativa entre os
periodos e a linha de base (Area em cinza: MédiatEPM). C) Variagio de FC
(Médiat EPM ) em periodos de 10 minutos apés manipulagio do grupo controle e
contengio do grupo IT. (*) marca diferenca estatistica entre perfodos de 10
minutos e respectivas linhas de base para cada grupo. (#) marca diferenca
significante entre os grupos em um determinado petiodo. D) Comparagio entre
grupos da laténcia para atingir o pico de FC apds manipulagio ou contencio.
Dados representados como mediana (ponto central), quartis (caixa) e minimo e
maximo (bigodes). E) Comparacao entre grupos da laténcia para o retorno a FC
basal ap6s manipulagio ou contengdo. Dados representados como mediana
(ponto central), quartis (caixa) e minimo e maximo

Em resumo, durante a IT a temperatura corporal externa de
pombos, com exce¢do da temperatura do lado do corpo, decresce
linearmente com o tempo em que os animais permanecem em imobilidade.
Observamos um aumento significante da temperatura corporal interna em
comparacio a temperatura basal nos animais submetidos a IT e a
manipulagdo. Este aumento persiste até 60 minutos apés a indugdo da IT
ou ap6s a manipulagio e nio ¢ diferente entre os grupos manipulado e IT.
A frequéncia cardiaca durante a IT aumenta de maneira significante em
comparacio a linha de base. Este aumento também pode ser observado
em pombos que foram apenas manipulados, porém, nestes animais o
aumento da FC é mais duradouro. Ou seja, apds a manipulagio ou
inducido da IT o retorno aos niveis basais de FC acontece mais cedo nos

animais submetidos a I'T do que nos animais manipulados.

43. PADRAO DE ATIVACAO NEURAL DURANTE A IT
AVALIADO POR MEIO DA EXPRESSAO DE PROTEINA C-FOS.

4.3.1. Mesencéfalo

Qualitativamente, o MLd pateceu apresentar marcagdo basal
(grupo NM) de c-Fos+ mais intensa do que os demais nucleos, enquanto a
marcac¢do c-Fos no GCt pareceu ser a de menor intensidade em todos os

nfveis anatdmicos. A analise das secgdes processadas para NADPHd
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revelou a presenga de neurdnios poligonais apresentando processos
terciarios na regiao do GCt (Fig. 11 J-L), enquanto em todos os niveis
anatoémicos, células NADPHd+ n3o puderam ser observadas dentro do
MLd (Fig. 11 E, H, I). Para todos os grupos e niveis anatomicos a
marcacio c-Fos foi ausente na regido ventral do SGP, estando restrita
apenas as regides dorsais deste nicleo (Fig.10 F-H). De maneira analoga, a
distribui¢do de corpos celulares expressando NADPHd também foi restrita
a regido dorsal do SGP, e ausente na por¢io ventral do nicleo (Fig. 11 G-
H). As células NAPDHd do SGPd, parecem, em suas porcdes laterais,
distribuidas em um continuo com as células marcadas no 1Co-L

A porcido mais rostral do 7. intercolicular lateral, nucleos c-Fos+
se encontravam distribuidos em duas regides distintas (Fig. 10 B-D),
coincidente com a distribuicdo observada de células expressando
NADPHd nesta regido (Fig. 11 D). Consistentemente, em todos os grupos
experimentais, foi observada a presenca de nucleos c-Fos+ nas porgGes
intermediarias e caudais do ICo-l e ICo-m (Fig. 10 J-L). Também
observamos a presenca de neurénios NADPHd+ (pequenos e com menor
arborizacio dendtitica do que aqueles presentes no GCt) nestas regides
(Fig. 11 E-F).

Em niveis rostrais (Fig. 10 A), a andlise dos dados da quantificagao
de células c-Fos+ revelou diferencgas significantes entre os grupos
experimentais apenas na regido dorsal da substancia cinzenta
periventricular (SGPd - K-W(2,12)=7,269; p=0,026). O teste post-hoc
revelou um aumento significante no numero médio de células c-Fos+ no
grupo IT comparado com os demais grupos, porém sem diferengas entre
os grupos M e NM (Fig. 12 B).

A marcacio c-fost em niveis intermediarios do GCt nido
apresentou diferencas estatisticamente significantes entre 0s grupos
experimentais (Fig. 12 C; K-W(2,12)=1,65; p=0,43). Diferencas
significantes puderam ser observadas nos niveis intermediarios do I1Co-1
K-W(2,12)=8,346 p=0,015), ICo-m, (K-W(2,12)=2,961 p=0.03), SGPd
(K-W(2,12)=8,0; p=0,018) ¢ MLd (K-W(2,12)=7,538 p=0,02). A analise
post-hoc revelou diferencas significantes entre o grupo IT e os grupos M e
NM em todos os nicleos. Nenhuma diferenca do numero de células c-
fos+ foi observada entre os grupos M e NM (Fig. 12 C).
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Nos niveis caudais, diferengas significantes quanto a marcagio de
c-Fos puderam ser observadas entre os grupos experimentais quanto aos
nicleos ICo-L (K-W(2,12)=6,00 p=0,049), MLd (K-W(2,12)=6,50
p=0,038), e SGPd (K-W(2,12)=8,34 p=0,015). Nenhuma diferenca pode
ser observada no GCt e ICo-m quanto ao numero de células c-fos+ nesse
nfvel. Novamente, o teste pos-hoc apontou diferengas entre o grupo IT e
os demais grupos. Nenhuma diferenca quanto ao numero de células c-
Fos+ pode ser observada entre os grupos M ¢ NM.

Nao-manipulado

Figura 10. Expressdo de c-Fos em regides mesencefalicas do pombo. Desenhos
esquematicos de sec¢des coronais do mesencéfalo em trés niveis anatomicos: A)
rostral, E) intermediario, I) caudal. Fotomicrografias ilustrando a expressio de c-
Fos: (B-C) Distribuiciao de células c-Fos+ em secg¢Oes rostrais. (F-H) Distribuicdo
de células c-Fos+ em secges intermediarias. (J-L) Distribui¢ao de células c-Fos+
em secgoes caudais. Setas em (D) mostram manchas contendo nucleos c-Fos+.

Em resumo, A indugio da IT, promoveu um aumento
significante de ndcleos c-Fos+ em comparagio a animais manipulados e
nio manipulados nas regides do SGPd (rostral, intermediario e caudal),
1Co-1 (intermediario e caudal), ICo-m (intermediario) e MLd (intermediario
e caudal). Com excegio do MILd, todos os aumentos significantes foram
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observados em regides ricas em neurdnios NADPHd+. Nio pudemos
observar aumentos significantes, em nenhum dos niveis, no GCt, onde
também pudemos observar neurénios NADPHd+.

; STE A R
Figura 11. Distribuicio de NADPH diaforase no complexo ICo/GCt do pombo.
A-C) Desenho esquematico do mesencéfalo do pombos em nivel rostral (A 4,00),
intermediario (A 3,00) e caudal (A 2,00), mostrando a distribui¢do de neurdnios
NADPHd imunoreativos (tridngulos).  D-L) Fotomicrografias das regides
contendo neurénios NADPHd+. D) ICo-I rostral. setas apontam para duas regides
distintas contendo neurénios NADPHd+. E) Nivel intermediirio do ICo-l. F)
1Co-l caudal. G-I) SGP rostral, intermediario e caudal. Mostrando a diferenca de
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marcagio entre as por¢oes dorsal e ventral do SGP e marcagio ausente no MLd. J-
L) Neuronios NADPHd+ no GCt em nivel rostral, intermediario e caudal.
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Figura 12. Quantificacdo de células c-Fos+ apds IT em regides mesencefalicas.
Graficos expressos em médiatEPM para a quantificagio de células c-Fos+ nos
nfveis: A) Rostral, B) intermediario e C) Caudal. (*) representa significincia
estatistica (p<0,05) em relagio ao grupo ndo-manipulado. (#) tepresenta
significancia estatistica (p<0,05) em relagao ao grupo manipulado.

4.3.2. Hipotalamo

Em todos os grupos experimentais, a marcacio c-Fos no
hipotalamo se concentra nas regides adjacentes ao tetceiro ventriculo.
Uma intensa marcagdo inespecifica pode ser observada nas regides
magnocelulares do hipotalamo, principalmente, no PVM e PMH (Fig 13 B-
C). Esta marcacio, citoplasmatica e ausente da regiao do nucleo, foi
consistentemente observada em todos os grupos experimentais e também
pode ser detectada nas reagcbes dos controles negativos (nas quais o
anticorpo primario anti-c-Fos foi suprimido). No PVNv e PVNd apenas a
marcagdo nuclear, tipicamente associada a reacdo para c-Fos, foi
observada, sem a presenca de marcacSes inespecificas.

Pericarios imunorreativos 2 CRH no hipotilamo concentram-se
na regido do PVN. Estas células s3o, em sua maioria, bipolares,
apresentando processos orientados perpendicularmente a parede do
terceiro ventriculo (Fig. 13 D-E). Também foram observadas fibras
varicosas CRH+ intensamente marcadas pela reagdo. Estas fibras parecem
se originar do PVNv e orientam-se lateralmente para o parénquima (Fig. 13
D-E), e parecem atingir a eminéncia mediana, também podendo ser vistas

na regidao do nucleo intersticial da estria terminal. Células duplamente
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marcadas para c-Fos e CRH puderam ser observadas no PVNv e PVNd,
estando ausentes das demais regies hipotalamicas (Fig. 13 D-E). Em
analise qualitativa do material, a regido do POM apresentou grande
expressio de c-Fos , principalmente nos casos pertencentes ao grupo IT
(Fig. G-H). Entretanto, nossa analise de varidncia nao foi capaz de detectar
diferencas estatisticamente significantes entre os grupos experimentais (Fig.
14 A).

Nio foram encontradas diferencas significantes entre os grupos
experimentais no PVNd (K-We 1= 1,765; p=0,413) ou PVNv (K-
We,12=4,515. p=0,104) quanto ao nimero de células c-Fos. Também nio
foram encontradas diferencas significantes entre os grupos quanto ao
numero total de pericarios CRH+ no PVNd (Fig. 14 B; K-W,12= 1,856;
p=0,395) ou PVNv (Fig. 14 C; K-W2,12= 2,4906; p=0,287).

Observamos uma diferenca significante entre os grupos quanto ao
nimero de células duplamente marcadas para c-Fos e CRH no PVNv (K-
Wei= 7,138, p=0,028). Nesta regido, uma andlise post-hoc detectou um
aumento estatisticamente significante no nimero de células duplamente
marcadas no grupo manipulado em comparagao ao grupo nio-manipulado
(p=0,028; Fig. 14 C). Também foi observado um aumento marginalmente
significante quanto ao numero de células duplamente marcadas no grupo
IT em comparacdo ao controle nido-manipulado (p=0,057; Fig. 14 C).
Nenhuma diferenca significante quanto ao numero de células duplamente

marcadas pode ser observada do PVNd (Fig. 14 B).
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Figura 13. Distribui¢do de células c-Fos+ ¢ CRH+ no hipotilamo do pombo. A)
Desenho esquematico do hipotilamo do pombo (A 6,50). Area hachurada maca o
PVNd e PVNv. B) Fotomicrografia ilustrando marcacio c-Fos+ no PVNd e
marcagio inespecifica no PVM. C) Fotomicrografia ilustrando marcagio c-Fos+
no PVNv e marcagio inespecifica no PMH. D) Fotomicrografia ilustrando dupla
matcagio c-Fos/CRH no PNVd. E) Fotomicrografia ilustrando dupla marcagio c-
Fos+/CRH no PVNv. D-E) Setas brancas apontam para células com marcagio
nuclear para c-Fos e marcagio citoplasmatica para CRH. Setas pretas apontam para
nuicleos marcados apenas por c-Fos. Setas vazadas apontam para marcagao positiva
apenas para CRH. F) Desenho esquemitico do prosencéfalo ventral. Area
hachurada marca o POM. G) Fotomicrografia ilustrando marcacio c-Fos+ no
POM de um animal do grupo manipulado (caso manip. P3). H) Fotomicrografia
ilustrando marcacio c-Fost+ no POM em um animal submetido ao teste de
imobilidade tonica (caso IT P12).

A anilise da porcentagem de células CRH+ ativadas, isto ¢, a
relacdo entre o numero total de células CRH+ e o nimero de células
duplamente marcadas, revelou uma diferenca estatisticamente significante

82



entre os grupos experimentais no PVNv (K-W2,12= 8,00; p=0,018; Fig. 14
D). A andlise post-hoc detectou um aumento significante da porcentagem
de células CRH+ nos grupos manipulado e IT, ambos em relagio ao
controle ndo-manipulado (NM vs M: p=0,0209; NM vs IT: p=0,02; Fig. 14
D). Entretanto, nenhuma diferenca pode se observada entre os grupos IT
e Manipulado. Também nio foram encontradas diferencas significantes
entre 0s grupos experimentais quanto a porcentagem de células CRH+

ativadas no PVNd (Fig. 14 D).
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Figura 14. Quantificacgio de células c-Fos+ e¢ CRH+ apés IT no
hipotalamo do pombo. A) Quantificacdo de células c-Fos+ nas regides do
POVD, PVNv e POM. B-C) Quantificacio de células CRH+ e
duplamente matcadas CRH+/c-Fost no PVNd (B) e PVNv (C). D)
Porcentagem de células CRH+ ativadas (c-Fos+) nas regides do PVNd e
PVNv. Graficos expressos em médiarEPM. (*) marca diferenca
estatisticamente significante (p < 0,05) em comparagio ao grupo controle
nao-manipulado.

Em resumo, a manipulagdo promove o aumento do nimero de
nucleos c-Fos+ no PVNv , enquanto a IT promove um aumento
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marginalmente significante nesta regidao. Tanto a I'T quanto a manipulacio
promovem um aumento significante da procentagem de células CRH+
ativadas (c-Fos+) no PVNv, porém nao no PVNd.

4.3.3. Complexo Amigdaloéide

De uma maneira geral, a marcacao c-Fos no Arcopallium ¢ intensa
em todos os grupos experimentais. Hsta marcacdo patece contrastar o
Arcopallium do Nidopallium adjacente, o qual nido apresenta expressio
intensa de c-Fos, mesmo no grupo controle nao-manipulado (Fig. 15 B-D).
A presenca de nucleos c-Fost+ na regido do Arcopallium parece ser
homogénea, nio permitindo uma boa separagdo entre os subnucleos da
regido (Fig. 15 A-D).

O nucleo intersticial da estria terminal (BSTn) também apresenta
nicleos marcados pela reagio. A nivel da comissura antetior a por¢ao
dorsal adjacente ao ventriculo lateral, o BSTn lateral, apresentou uma
marcacio visualmente mais intensa no grupo IT (Fig. 15 F-H). O mesmo
ocotreu na regido medial do BSTn, dorsal e medial 4 comissura antetior.

A analise estatitica dos dados de quantificacdo de nicleos c-Fos+
na regido do Arcopallium dorsal (AD) detectou diferencas significantes
entre os grupos experimentais (K-W12= 9,846; p=0,0073). Em anilise
post-hoc fol possivel observar um aumento significante no nimero de células
c-Fos+ no grupo manipulado em comparacdo ao grupo nao-manipulado
(M-W: p=0,0209; Fig. 16 A). Também foi observado um aumento no
nimero de nucleos c-Fos+ no grupo I'T em comparacio ao grupo NM (M-
W: p=0,0209; Fig. 16 A). Entretanto, o numero de nucleos c-Fos+
observado no AD foi estatisticamente menor no grupo IT quando
comparado ao grupo manipulado M-W: p=0,0209; Fig. 16 A).

A analise de variancia dos dados de quantificacio do Arcopallium
intermédio (Ai) detectou diferencas estatisticamente significantes entre os
grupos experimentais (K-Wp12= 7,713; p=0,0211). Uma analise post-hoc
dos dados revelou um aumento significante no nimero de células c-Fos+
no grupo IT tanto em comparacdo ao grupo NM (M-W: p=0,0209; Fig. 14
A), quanto em compara¢io ao grupo manipulado (M-W: p=0,0209; Fig. 14
A).
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Figura 15. Distribui¢do de células c-Fos+ no complexo amigdaléide e area septal
do pombo. A) Desenho esquemitico do telencéfalo do pombo (A,6,50).
Fotomicrografias ilustrando a presenca de marcag¢do c-Fos+ no arcoplilio nos
grupos B) ndo-manipulado, C) manipulado e D) IT. E) Desenho esquematico da
Area septal. Fotomicrografias ilustrando a presenca de marcacio c-Fos+ na area
septal nos grupos F) nido-manipulado, G) manipulado e¢ H) IT. I) Desenho
esquematico do telencéfalo do pombo marcando a regiio do BSTn-m. J-L)
Fotomicrografias ilustrando a presen¢a de marcacio c-Fos+ na area septal nos
grupos J) nio-manipulado, K) manipulado e L) IT.

Na regido do nucleo posterior do Arcopallium (PoA), a analise
estatistica detectou diferencas significantes entre os grupos (K-We,12=
7,538; p=0,0231). O teste post-hoc revelou um aumento significante no
numero de nileos c-Fos+ no grupo manipulado em comparagio ao grupo
nao-manipulado (M-W: p=0,0209; Fig. 16 A) ¢ em compara¢io ao grupo
IT M-W: p=0,0209; Fig. 16 A). Nao foram encontradas diferencas entre o
grupo IT e o grupo nido-manipulado (Fig 16 A).

No nucleo taeniae do Arcopallium (TnA), foram detectadas
diferencas estatisticas entre os grupos (K-We12= 7,423; p=0,0244). Nesta
regido, pudemos observar um aumento significante nos grupos manipulado
M-W: p=0,0209; Fig. 16 A) e IT M-W: p=0,0209; Fig. 16 A) em
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comparacio ao grupo ndo-manipulado, sem diferenca significante entre
eles (M-W: p=0,77; Fig. 16 A).

Foram detectadas diferencas significantes entre os grupos na
regidao do BSTn-m (K-W,12= 6,73; p=0,034). O grupo IT apresentou um
aumento significante no nimero de ndcleos c-Fos+ em comparagio aos
grupos M (M-W: p=0,0209; Fig. 16 A) e NM (M-W: p=0,0209; Fig. 16 A).
Entretanto, ndo pudemos observar diferencas significantes no BSTn-I

(Fig. 16 B).
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Figura 16. Quantificacdo de células c-Fos+ ap6s IT no complexo amigdaldide. A)
Quantificagdo de células c-Fos+ em regides do complexo amigdaldide. B)
Quantificagdo de células c-Fos+ no BSTn. Graficos expressos em médiat EPM. (*)
marca diferenga significante com relacio ao grupo ndo-manipulado. (#) marca
diferenca significante (p<<0,05) em comparacio ao grupo manipulado.

Em resumo, a inducio da IT promove uma aumento significante
do nuimero de nucleos c-Fos+ no BSTn-m, bem como no Ai. Somente a
manipulagio fol capaz de aumentar o numero de nicleos c-Fos+ no PoA.
Tanto a manipulagdo quando a indug¢io da IT aumentaram o nimero de
nucleos c-Fos+ no AD e no TnA.

4.3.5. Area septal e Hipocampo

Em todos os grupos, de uma maneira geral, a marcacio c-Fos na
area septal é mais intensa na porcio lateral quando comparada a regido
medial (Fig. 15 F-H). Quanto ao ndimero de nucleos c-Fos+, foram
encontradas diferencas estatisticas entre os grupos na area septal lateral (K-
Wei= 7,73; p=0,0210), mas ndo na area septal medial (IK-W,12= 2,00;
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p=0,36). A analise pos-hoc revelou um aumento significante no numero de
nucleos c-Fos+ no grupo IT em comparagdo com grupo nio-manipulado
(M-W: p=0,0209; Fig. 18 C) e manipulado (M-W: p=0,0209; Fig. 18 C).

A distribuicdo de nucleos c-Fos+ em niveis caudais do hipocampo
estd restrita as regiGes dorsomedial dorsal (DMd), dorsolateral dorsal
(DLd) e dorsolateral ventral (DLv), estando ausente, em todos os grupos
experimentais, das regides mais medias e ventrais (e.g. n. triangular, DMv)
(Fig. 17 A-L).

A anidlise de variancia dos dados quantitativos, ndo foi capaz de
detectar diferengas significantes do nimero de nicleos c-Fos+ em nenhum
dos subnucleos do hipocampo rostral (Fig, 18 A). Também nio pudemos
encontrar diferencas significantes entre os grupos experimentais na regido
dorsomedial dorsal do hipocampo caudal (Fig 18 B).

Foram encontradas diferencas significantes entre os grupos
quanto o numero de nucleos c-Fos+ na regido do DLd caudal (K-W,12=
6,013; p=0,0366). A analise post-hoc revelou uma diminui¢do significante no
grupo I'T comparado aos grupos manipulado (M-W: p=0,0209; Fig. 18 B) e
nio-manipulado (M-W: p=0,0209; Fig. 18 B).

Diferencas significantes entre os grupos experimentais também
foram detectadas quanto ao nimero de nicleos c-Fos+ no DLv caudal (K-
Wei2= 7,42; p=0,0244). Um aumento significante pode ser observado no
grupo IT quando comparado aos grupos manipulado (M-W: p=0,0209;
Fig. 18 B) e ndo-manipulado (M-W: p=0,0209; Fig. 18 B).
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Figura 17. Distribuicio de celulas c-Fos+ no hlpocampo do pornbo AELM)
Desenhos  esquematicos das subdivisdes do hipocampo. Fotomicrografias
ilustrando a expressido de c-Fos na regiio do DMd caudal nos grupos B) nio-
manipulado, C) Manipulado ¢ D) IT. Fotomicrografias ilustrando nucleos c-Fos+
na regido do DLv caudal nos grupos F) ndo-manipulado, G) Manipulado e H) IT.
Fotomicrografias ilustrando a auséncia de nuicleos c-Fos+ na regiao do Tr caudal
nos grupos J) nio-manipulado, K) Manipulado e L) IT. Fotomicrografias
ilustrando nucleos c-Fos+ nas regides do DLv rostral e DI rostral nos grupos N)
nao-manipulado, O) Manipulado e P) IT.

Hipocampo rostral B Hipocampo caudal C Area septal
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Figura 18. Quantificagio de células c-Fos+ no hipocampo e area septal. A)
Quantificagdo de células c-Fos+ nas regides do DLv e DLd do hipocampo rostral.
B) Quantificagio de células c-Fos+ nas regides do DLd, DLv ¢ DMd do
hipocampo caudal. C) Quantificacio de células c-Fos+ nas regides lateral (SI) e
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medial (Sm) da drea septal. Graficos expressos em médiarEPM. (*) marca a
diferenca significante (p < 0,05) em compara¢io ao grupo nio-manipulado. (#)
marca diferenca em comparagio ao grupo manipulado.

Em resumo, a indugdo da IT foi capaz de promover o aumento
do numero de células c-Fos+ na area septal lateral. No hipocampo caudal,
a IT promoveu uma diminuicio significante de células expressando c-Fos

no DLd e, a0 mesmo tempo, um aumento destas células no DLv.
4.3.5. Distribuigdo geral da proteina c-Fos apés a I'T

A imobilidade toénica promoveu incrementos significativos do
numero de células c-Fos+, tanto em comparac¢do ao grupo controle nio-
manipulado quanto em comparacdo ao grupo manipulado. A figura 19-A
mostra os dados da quantificagdo dos nucleos c-Fos+ dos grupos IT e
manipulado, em todas as regides de interesse deste trabalho, apresentados
em porcentagem de mudanga em relagio ao grupo controle nio-
manipulado. Esses dados foram organizados em ordem decrescente no
grupo IT e permitem a visualizagdo das estruturas encefdlicas onde o
aumento da expressio de c-Fos+ foi mais intenso neste grupo.

Sete das trinta regides estudadas apresentaram um aumento
superior a 200% no nimero médio de células c-Fos+ no grupo IT em
relacio ao grupo nio manipulado (Fig 19 A). Estas apresentaram
diferengas estatisticas significantes tanto em compara¢do ao grupo nao-
manipulado quanto em compara¢io ao grupo manipulado.

Também foi possivel a observacdo de regides em que o aumento
do numero de células c-Fos+ foi mais expressivo no grupo manipulado do
que o observado no grupo IT. As regides do Arcopallium dorsal (Ad) e n.
taeniae, ambos apresentaram aumentos superiores a 170% no ndmero de
células c-Fos+ em relacdo ao grupo nio manipulado. Esse incremento foi
superior e estatisticamente significante em compara¢io ao observado no
grupo IT (Fig. 19 A,D). Portanto, ¢ possivel observar regiGes encefalicas
em que incrementos no numero médio de células c-Fos+ foram exclusivos
da inducio do comportamento de IT, bem como, exclusivos da
manipulagio.
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A figura 19 B é uma representacio grafica da clusterizagido das
regides encefalicas quanto a porcentagem de variagdo (normalizada pelo
grupo nao-manipulado) no numero de células c-Fos+ em relagdo ao grupo
IT (eixo das abscissas) e grupo manipulado (eixo das ordenadas). Essa
visualizacdo permite determinar regides em que observou-se incremento de
c-Fos no grupo IT ao mesmo tempo em que houve uma diminui¢do do
grupo manipulado (e.g. Area septal lateral, ICo-l inetrmedidrio e
Arcopallium intermédio) e vice e versa (e.g. DLd Caudal).

O complexo ICo/GCt apresentou o maior numero de 4reas em
que a inducido da imobilidade tonica promoveu um aumento significante da
expressio de c-Fos (Fig. 19 E). Nove das 13 regides do complexo
ICo/GCt estudadas apresentaram aumentos supetiores a 100% no nimero
médio de células c-Fos+ apés a inducido da imobilidade tonica, enquanto o
maior aumento observado no grupo manipulado ocorreu no SGPd com
89% de incremento em relagdo ao grupo nao manipulado (Fig. 19 A,E)

A area septal apresentou um aumento significante no numero
médio de células c-Fos+ no grupo submetido a I'T quando comparado aos
demais grupos. Este aumento foi de 222% em compara¢io ao grupo nio
manipulado (Fig. 19 C), expressivamente maior do que o observado para a
regido no grupo manipulado (15%).

No hipocampo rostral, a regido do DLd apresentou um aumento
significante no ndmero médio de células c-Fos+ no grupo IT (82%),
enquanto na mesma regido, foi possivel obsetrvar uma reducio deste
nimero no grupo manipulado (-81,2% em relagio ao nio-manipulado)
(Fig. 19 C). O contrario, isto é uma reducdo no grupo I'T e um aumento no
grupo manipulado, pode ser visto na regido do DLd caudal (Fig. 19 C). O
DLv caudal apresentou um aumento expressivo e significante no grupo IT
(126% em relagdo ao grupo nio-manipulado) enquanto no grupo nao
manipulado é possivel ver uma reducdo (ndo significante) do ndmero
médio de células c-Fos+.

No complexo amigdaldide, o Arcopallium intermédio apresentou
a maior varia¢do no numero de nucleos c-Fos+. No grupo IT o aumento
observado foi de 742% em relag¢ido ao grupo nido manipulado, enquanto o
grupo manipulado apresentou uma queda (ndo significante) de 5,26%. O
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aumento da expressdo de c-Fos no grupo IT nesta regido foi o maior em
todas as areas quantificadas neste estudo (Fig 19).

Em resumo, a inducio da imobilidade tonica promoveu aumento
do nimero de células c-Fos+ em regides mesencefalicas e limbicas do
encéfalo do pombo. Esse aumento pode ser discriminado do efeito da
manipulacio principalmente nas regides do complexo ICo/GCrt,
Arcopallium intermédio e area septal lateral e BSTn lateral. A tabela 4
mostra os dados da quantificacdo de células c-Fos+ nas diferentes regides
do encéfalo do pombo, bem como, a variagio média com relagdo ao grupo

nao-manipulado, ¢ a significancia estatistica.

Tabela 4. Quantificagao de células c-Fos+, variagio média em relagdo ao grupo controle e testes estatiticos nas diferentes regides
encefalicas

Ni ipulad Manipulad

Imob. Ténica M-NM IT -NM M vs NM IT vs NM ITvs M

Regiﬁo MédiatEPM MédiatEPM MédiatEPM (%) (%) Sign. Sign. Sign.
Ai 26,99+17,57 2557X1804 2272757032 526%  74211% s * #
1Co-1 (I) 62,99+11,52 1095843026 2902342416 73,96%  360,75% ns * #
SGPd (R) 64,54+1447 1223143404 2290343475  89,49%  254,.84% ns * #
1Co-m (I) 68,99+21,37 1252044487 239201777 81,52%  246,73% ns * #
SGPd (C) 39,30+8,97 57542996 1323341073  4641%  236,69% ns * #
sl 2500042695  28835167,36  80540%47,16  1534%  222,16% ns * #
MLd (Interm.) 130,65422,84  160,16+1832  394.69+7348  2258%  202,09% ns * #
POM 78,13+37,21 738641841  220,1748593  545%  181,82% ns ns ns
BSTn-m 72,44£25.76 497242481 203,13%3089  -3137%  180,39% ns * #
ICo-1 (Caudal) 88,82431,39 111,04£855 230434100  2501%  159,42% ns * #
SGPd (Interm)  61,83£20,12 75384560  158,83%1721  21,90%  156,86% ns * #
DLy (Caudal) 1463124242 1065344040 330973648  -2718%  126,21% ns * #
TnA 397,73451,03  1133,524277,6 8920545500  185,00%  12429% * * ns
1Co-1 (Rostral) 85,36+32,60 1222342929 190,1143413  4320%  122,73% ns ns n.s
Ad 2613647043 730,11427,49  546,88£30,72  179,35%  109,24% * * #
MLd (Caudal) 160,80+36,39  160,54%34,63  327,74%2858  -0,16%  103,82% ns * #
BSTn-l 181,8290,23 8807431,51 36222412746  -5156%  99.22% ns ns ns
ICo-m (Caudal)  10649+13,67 1483612454  197,85£3577  39,32%  8580% ns ns ns
DILd (Rostral) 159,00462,67  29,83+1097 2897747619  -8125%  82,14% ns n.s n.s
PVNy 284,09+3881  57386+12357 414773755  102,00%  46,00% ns ns ns
DMd (Caudal) 4431847224 57955+12871  607,95%37,04  30,77%  37,18% ns ns n.s
GCt (Rostral) 38,45%7,13 404521008 525541512 518%  36,65% ns ns ns
GCt (Interm.) 36,95+4,98 60,99+19,05 44531603 6507%  20,53% ns ns ns
PoA 3679045660 698866141  431,82+5254  89.96%  17,37% * ns #
PVNd 2840942705  329,55+27,05  318,18420,75  1600%  12,00% ns ns ns
Sm 318,18480,59 43324410403 2741528277  36,16%  -13,.84% ns ns n.s
GCt (Caudal) 54,20+13,01 51414623 454741612 515%  -16,10% ns ns ns
DLv (Rostral)  231,53%16221  90,91£57,80  187,50£6340  -60.74%  -19,02% ns ns ns
DLd (Caudal) 44318411623 74148210346 301,14+4426  6731%  -32,05% ns * #

M: Grupo manipulado NM: Grupo nio-manipulado; IT:Grupo Imobilidade tonica;
n.s: Nio significante; EPM: Erro padrio da média; * e # p< 0,05 teste de Mann-
Whitney.
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Figura 19. Graficos polares da porcenotagem de mudanca na expressao de c-Fos em
diferentes regides encefalicas. A) Grafico polar mostrando a porcentagem de
mudanga na expressiao de c-Fos dos grupos manipulado (linha azul) e imobilidade
tonica (linha vermelha) em relagdo ao grupo niao-manipulado em todas as regidos
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encefilicas analisadas. B) Clusterizacio dos dados das porcentagens de mudanga na
expressio de c-Fos em relagio aos grupos manipulado e IT. Grafico polar
ilustrando a porcentagem de mudan¢a do numero de células c-Fos dos grupos
manipulado e IT em relagdo ao grupo ndo manipulado nas regides do C)
hipocampo e area septal, D) complexo amigdaléide e E) Complexo ICo/GCt.
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5. DISCUSSAO
5.1. ASPECTOS ETOLOGICOS DA IT

Neste trabalho apresentamos uma descri¢do pormenorizada do
comportamento de imobilidade tonica em resposta a imobilizacdo breve
em decuibito dorsal em pombos. Em oposi¢do a maior parte das descri¢des
e medidas comportamentais correntes na literatura, nossa descricao da IT
inclui, além da auséncia de uma reacdo de endireitamento que mantém o
tronco imével, movimentos discretos da cabeca, dos olhos, além de
tremores corporais. Podem ser encontradas algumas men¢des breves dos
tipos de movimentos existentes durante a I'T em galinhas. Gallup e Rager
(1996) apresentam uma tabela que cita como caractetisticas marcantes da
IT, falta de movimento, hipertonia muscular, tremores e mudancas dos
padroes de movimentos palpebrais. No presente trabalho, pudemos
observar algumas destas caracteristicas (e.g. modificagdes dos movimentos
palpebrais e tremores) e fomos capazes de descrever movimentos da
cabe¢ca dos animais durante a IT pormenotizando a descricio dos
movimentos palpebrais e as variacSes posturais de pombos submetidos 2a
imobilidade tonica. Nesse sentido, a descricdo apresentada no presente
trabalho representa a Unica andlise etolégica da imobilidade tonica realizada
em pombos, aumentando assim a compreensio de processos encefalicos
subjacentes a regulacio deste comportamento.

Nossos dados indicam que apesar do comportamento de
imobilidade tonica ser prevalente na coorte de pombos aqui estudada,
existem grandes varia¢cGes das duragdes de IT. Avaliando a distribuicdo da
duragio da IT em uma coorte de pombos, pudemos identificar uma
porcentagem de animais que nio apresentam IT ou seja, sdo refratarios ao
teste, e animais que apresentam longas duragdes de imobilidade apds a
contengao. Uma distribui¢do semelhante da duragdo de IT também pode
ser observada em galinhas (GALLUP, NASH e¢ WAGNER, 1971). Até
onde pudemos encontrar na literatura, este é o unico trabalho, além do
presente, a avaliar tal distribuicio em um grupo de animais nio

selecionados quanto a suceptibilidade a IT.
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A ampla distribuicdo de duragdes de imobilidade tonica em
pombos sugere a presenca de diferentes estratégias de cgping (ou
temperamentos) em resposta a situagoes ameacadoras dentro da
populagdo. Essa variacio ndo deve estar limitada somente as respostas a
situagSes inescapaveis, uma vez que os parametros da IT, pelo menos em
aves, parecem se correlacionar com as respostas defensivas a outras
situagbes  potencialmente estressantes (RICHARD et af, 2010;
CALANDREAU et al, 2011). Foi demonstrado que codornas que
apresentam longas dura¢es de IT parecem executar, preferencialmente,
estratégias passivas quando expostas a objetos novos (RICHARD e al,
2010) ou ambientes desconhecidos (CALANDREAU ef al, 2013). O
mesmo parece ocorrer em porcos (Sus scrofa domestica) jovens, uma vez que
individuos resistentes a inducdo da IT apresentaram comportamentos mais
ativos do que individuos que apresentavam longas duragdes de IT
(ERHARD, MENDL e CHRISTIANSEN, 1999).

Em duas espécies de passeriformes, o pardal-montés (Passer
montanns) e bispo-de-coroa-amarela (Euplectes afer), também foram
observadas diferencas individuais na duracio da IT (EDELAAR et al,
2012). Neste mesmo estudo a duracio da imobilidade ténica foi
inversamente correlacionada com a atividade locomotora na presenca de
um predador (falcio empalhado), novamente sugerindo que longas IT's
podem ser preditivas de coping passivo frente a situacGes ameagadoras
(EDELAAR et al., 2012).

Encontramos uma correlacio negativa entre o nimero de
tentativas para deflagrar o comportamento de imobilidade tonica e a sua
duragio. Este efeito foi reportado anteriormente em galinhas (LEFEBVRE
e SABOURIN, 1977). Essas evidéncias, parecem reforgar a idéia de que a
estratégia de enfrentamento a contencao, ou seja, se a resposta a conten¢ao
sera imobilidade tonica, ou tentativa de luta contra a conten¢io, é uma
caracteristica individual e uma balango entre estratégias ativas e passivas.

Nossos dados, também apontam para a repetibilidade intra-
individual da IT (experimentos de habituacdo) e sugerem que ndo ha
influéncia do sexo dos animais quanto a susceptibilidade ou duragio da
imobilidade tonica. E importante salientar que diferencas na performance

defensiva entre machos e fémeas foram observadas em roedores
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(BLANCHARD e BLANCHARD, 1989), porém nio em situacOes
extremas como a IT. A habituacdo da resposta de IT foi observada em
outro estudo que concluiu que repetidas indugdes levavam a uma
diminui¢do do tempo de imobilidade em galinhas (NASH e GALLUP,
1976). Entretanto, outros estudos observaram tanto a auséncia da
influéncia do sexo, quanto a repetibilidade da reposta em coclhos
(EWELL, CULLEN ¢ WOODRUFF, 1981), pombos (SANTOS e/ al.,
2015) e passeriformes (EDELAAR e a4/, 2012; BRUST, WUERZ e
KRUGER, 2013). Juntamente com os dados aqui apresentados, essas
evidéncias fortalecem a ideia de que a imobilidade tonica reflete a
"personalidade", ou o temperamento, de um individuo, independente de
fatores hormonais ou cromossoémicos (sexuais).

Uma certa variabilidade ou flexibilidade de respostas
comportamentais é esperada dentro de uma dada populagio, sendo que a
variacdo de fenétipos ¢é o substrato indispensavel para a agdo da selecao
natural (REALE et al., 2007; 2010). Entretanto, pode set "contraintuitivo”
pensar que um compotrtamento que eventualmente apresenta algumas
caracteristicas que se assemelham ao comportamento de sono (discutido
em maiores detalhes abaixo) e que ¢ intensamente variavel em uma espécie
possa favorecer a sobrevivéncia da mesma em situa¢oes de amega.

Experimentos laboratoriais (EWELL, CULLEN ¢ WOODRUFF,
1981; THOMPSON e¢f al., 1981) e observagbes em ambientes naturais
(FRANCQ, 1969; SARGEANT e EBERHARDT, 1975), mostraram que a
expressio da I'T promoveu um aumento da sobrevivéncia de individuos de
diversas espécies (patos, codornas, coelhos e gambas) quando atacados por
predadores, que tendiam a perder o interesse por presas sem movimento
(SARGEANT e EBERHARDT, 1975; THOMPSON ¢ 4/, 1981). Em
um artigo trecente, Santos e¢f al. (2015) mostraram que a duracio de
imobilidade tbnica, e outros comportamentos defensivos (e.g. distincia
para fuga do experimentador), estd negativamente correlacionada com o
risco de que pombos sejam predados por falcdes (Faleo peregrinus) durante o
voo.

Ainda que a IT favoreca a sobrevivéncia da espécie em nivel
individual, podendo ser portanto considerada como um comportamento

defensivo, a manuten¢do da variabilidade individual em uma populagdo
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observada neste, e em outros trabalhos, ndo pode ser facilmente explicada
em termos de vantagem adaptativa.

Uma possivel explicacio pata a manutencio dessa variabilidade
individual é a hipétese de que "personalidades" defensivas que se
correlacionam com o modo com que os individuos de um determinado
grupo utilizam o nicho ambiental. Por exemplo, animais mais "timidos"
escolhem locais mais protegidos para forragearem enquanto animais mais
"ousados" se alimentam em regides mais abertas e, portanto,
potencialmente mais ameagadoras (BERGMULLER e TABORSKY,
2010). Essa segmentacio de uma populagio pode diminuir a competicio
intra-especifica por alimento, parceiros para reprodugdo e etc
(BERGMULLER e TABORSKY, 2010). Neste sentido, 4reas urbanizadas
constituem ambientes mais ameacadotres do que outros ambientes menos
antropizados (BOKONY e al, 2012). Ainda, a capacidade de ocupacio de
ambientes urbanizados apresentada por uma espécie ¢ atribuida a
flexibilidade fisiologica e comportamental, incluindo varia¢des individuais
de comportamentos defensivos, apresentadas pela mesma (BONIER,
MARTIN e WINGFIELD, 2007, CARRETE e TELLA, 2011; LOWRY,
LILL e WONG, 2013). Foi observado que pardais (Passer domesticus)
vivendo em ambientes urbanizados apresentavam caracteristicas mais
ousadas em comparacio a co-especificos habitando regiGes rurais
(BOKONY ¢ al, 2012). Diversas espécies de aves que habitam ambientes
urbanos também apresentam uma maior distribuicdo latitudional e
elevacional, tolerando uma maior variagio ambiental do que co-especificos
habitantes de ambientes rurais (BONIER, MARTIN ¢ WINGFIELD,
2007). Entretanto, pombos, animais extremamente prevalentes nestes
ambientes e bem adaptados a vida na cidade, ndo foram estudados quanto
a estes parametros.

Dados experimentais prévios de nosso laboratério, em fase de
preparacdo para publicacdo, sugerem que exista uma correlagao linear entre
a duragdo da IT e a laténcia para que pombos se alimentem em locais
desconhecidos e potencialmente ameagadores. Uma maior propensio a
forragear em ambientes ameacadores também foi observada em aves de
ambientes urbanos comparadas com co-especificos de ambientes rurais
(CARRETE e TELLA, 2011). Nesse sentido, nossos dados sugerem que
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uma maior vatiacio individual de comportamentos defensivos em pombos
pode ter uma relagdo direta com a capacidade que esta espécie apresenta
em se adaptar a ambientes estressantes e em constante mudanca como
ambientes urbanos.

Todavia, uma vez que nossa coorte de pombos foi criada em
cativeiro, ainda é necessario testar esta hipdtese em aves vivendo em seu
habitat natural, afim de verificar se a variabilidade quanto a IT, observada
no presente trabalho e quanto a outros comportamentos defensivos,
também ocorre nestes ambientes ou € fruto da auséncia de selecio natural
promovida pelo cativeiro.

Nossa descri¢io dos movimentos palpebrais em pombos ao longo
do tempo em que permanecem em imobilidade tonica parece sugerir que
este comportamento ndo é homogéneo, ou seja, patecem existir mudancgas
nos movimentos dentro da imobilidade ténica que podem indicar
mudangas do estado de aten¢do e modificagbes na aquisi¢io sensorial (e.g
visual e auditiva) nestes animais. Em aves, movimentos com a cabeca estdo
associados com a exploragio do ambiente em situagdes de estresse (DE
SOUZA et al., 2009; FEENDERS, KLLAUS e BATESON, 2011; MELLEU
et al., 2015), podendo ser modificados com a apresentacio de estimulos
visuais (MELLEU ¢ a/., 2015), auditivos (FERRARI et a/., 1999) ou ainda,
pela antecipagdo de estimulos positivos ou nocivos (ZIMMERMAN ez 4/,
2011). A presenca desses movimentos durante a IT pode amparar a
aquisicio visual/auditiva sobre o ambiente de maneira a fornecer
informagdes sensoriais que possibilitam o término do comportamento de
imobilidade (GENTLE, JONES ¢ MAGUIRE, 1985; O'CONNELL e
HOFMANN, 2012).

De fato, ainda que lesdes do cortex visual de sapos (KLEMM,
1976) e lesGes corticais extensas em pombos (GENTLE, JONES e
MAGUIRE, 1985) nio tenham impedido a inducdo da IT, tais lesdes
foram capazes de aumentar de forma significante o tempo de IT desses
animais. Ao mesmo tempo, o comportamento de imobilidade tonica pode
ser interrompido por estimulos auditivos (RATNER, 1958; HATTON e
THOMPSON, 1975), visuais (DOTY, 1969) ou nociceptivos (KLEMM,
1965), sugerindo que informagdes sensoriais sejam necessirias para o
término da IT.
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Modificagdes dos movimentos palpebrais durante a IT jd foram
mencionados (porém, nio descritos) em galinhas (GALLUP, NASH e
WAGNER, 1971; GALLUP e RAGER, 1996). No presente trabalho,
descrevemos as modificagées palpebrais ao longo da duracio da IT,
mostrando maior prevaléncia de piscadas rapidas ou a manutencdo dos
olhos abertos nos periodos iniciais da IT. Nos periodos finais da IT
pudemos observar uma maior prevaléncia de piscadas lentas e olhos
fechados.

Registros de EEG cortical e EOG realizados em nosso
laboratério mostraram que piscadas lentas (entre 0,2 ¢ 0,9 Hz) sao
acompanhadas por padrSes de alta voltagem e baixa frequéncia de EEG,
que foi classificado como sonoléncia (DARIO ef al, 1996). Estes padroes
eletroencefalograficos e de EOG sdo distintos dos observados durante a
vigilia (EEG de baixa voltagem com EOG superior a 1Hz), sono de ondas
lentas (HEG de alta voltagem e baixa frequencia, porém com movimentos
de EOG inferiores a 0,2 Hz) e sono paradoxal (EEG de alta frequencia e
baixa voltagem ) (DARIO ef al., 1996). Portanto, é possivel sugerir que as
piscadas lentas, observadas nos petiodos finais da IT em pombos devem
estar relacionadas a sonoléncia enquanto a predomindncia de olhos
fechados pode representar algum tipo de sono nesses animais.

E interessante notar que corvos (Corvus brachyrhynchos), quando
confrontados com estimulos aversivos (neste caso o experimentador
responsavel por uma manipulagdo prévia do animal) diminuem de forma
significante os movimentos palpebrais, mantendo os olhos abertos e fixos
em direcio ao estimulo aversivo (experimentador) (MARZLUFF ef al.,
2012; CROSS et al., 2013). Nestes corvideos, os movimentos palpebrais
puderam ser inversamente correlacionados com a ativagio de 4areas
encefédlicas envolvidas com a expressio de comportamentos de medo
como o compelxo amigdaléide (MARZLUFF et al., 2012; CROSS ef al.,
2013). Ainda, outros estudos analisando padroes de EEG durante a IT
puderam detectar tragados eletroencéfalograficos relacionados com
aumento da excitacio cortical nos minutos iniciais da IT em galinhas
(JONES, 1986). Outros autores, utilizando coelhos (KLEMM, 1966;
1971b; a) e galinhas (GALLUP, 1974) também foram capazes de identificar

padrbes elétricos, corticals e hipocampais, indicativos de excitagdo
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encefilica durante a IT. Porém, nestes estudos nao estd clatro se os
registros foram realizados nos periodos iniciais ou finais da imobilidade
tonica.

Foram ainda observados padrdes relacionados ao sono de ondas
lentas durante a IT em galinhas (OOKAWA, 1972) e, em uma nota
incidental, padrées de EEG indistinguiveis daqueles observados durante o
sono paradoxal em coelhos (KLEMM, 1971b). Somados aos nossos dados,
estas evidéncias sugerem que a IT nos pombos nio é um estado
funcionalmente homogéneo, parecendo incluir fases diferentes de atividade
sensorial e motora. Estas diferentes fases incluiriam um estado inicial de
intensa atividade sensériomotora, seguida por uma gradual desativacido
neural.

A existéncia de tais processos de desativacdo gradual foi proposta
por Juan Delius para explicar a aparecimento de comportamentos
deslocados (DELIUS, 1967). Gaivotas (Larus sp.), expostas a situacGes
estressantes, como manipulagdo ou proximidade de um experimentador,
repondem ao estimulo aumentando os movimentos da cabega, mantendo
os olhos abertos e produzindo vocalizacdes de alarme (DELIUS, 1988).
Gradualmente estas respostas sao substituidas por comportamentos pos-
consumatorios de conforto, como auto-limpeza (preening) e sonoléncia. Em
situagbes de estresse esses comportamentos sio considerados como
deslocados, uma vez que nao parecem ter uma fungdo clara na resposta ao
estimulo (DELIUS, 1970; DELIUS, 1988). E interessante notar que os
padres de EEG hipocampal parecem seguir o mesmo gradiente ao longo
de comportamentos de vigilia até repouso, tornando-se mais sincronizados
a medida que os comportamentos de conforto, como auto-limpeza e
sonoléncia, tornam-se prevalentes (DELIUS, 1988). Neste sentido, o
aparecimento gradual durante a IT, de comportamentos que possam ser
relacionados ao sono, parecem contribuir para a hipdtese de que processos
de desativagao estejam acontecendo durante a imobilidade tonica em
pombos. Entretanto, a heterogeneidade da IT em pombos foi observada
neste estudo por métodos etolégicos e pudemos apenas inferir sobre a
existéncia de variagdes temporais dos estados de atencido e da aquisicdo
sensorial ao longo de sua duracdo. Estudos que facam uma analise
temporal pormenorizada dos padroes de EEG durante a IT podem
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fornecer mais evidéncias sobre os processos encefilicos envolvidos no

controle de cada uma das fases da imobilidade tonica.
5.2. Aspectos fisiologicos da I'T

Os dados obtidos em nossos experimentos para avaliar
modificagdes térmicas durante a imobilidade tonica apontam que,
enquanto a temperatura externa dos pombos decresce em funcio do
tempo em IT, a temperatura interna aumenta significativamente durante o
perfodo de imobilidade comparadas a temperatura de linha de base (10
minutos antes da indugdo da IT). Esse aumento da temperatura interna
parece persistir até 30 minutos ap6s o final da IT e ndo sdo mais visiveis
ap6s 60 minutos. A queda da temperatura corporal externa observada em
nossos experimentos utilizando termografia, parece implicar que durante a
imobilidade toénica ocorre uma diminui¢io da dissipac¢io de temperatura
que, somada a um aumento da termogénese por meio do incremento da
atividade muscular, contribuem de forma a aumentar a temperatura
interna.

Nossos resultados parecem estar de acordo com os encontrados
em galinhas (Gallus gallus). Eddy e Gallup (1990) observaram que galinhas
adultas submetidas a I'T apresentavam temperaturas médias da crista e das
asas inferiores a linha de base durante a IT, bem como, um aumento
significante da temperatura interna. Outro trabalho, também utilizando
galinhas, mostrou queda significante da temperatura cloacal dos animais
submetidos a IT (NASH, GALLUP ¢ CZECH, 1976). De manecira
semelhante, essas evidéncias parecem consistentes com as observacoes
comportamentais do aumento de tremores observado em pombos
submetidos a IT e dados obtidos de registros de EMG dutrante a IT em
galinhas (GENTLE, JONES e WOOLLEY, 1989) e pombos
(HOHTOLA, 1981), que também apontam para um aumento da
frequéncia de atividade do musculo peitoral durante o petiodo de
imobilidade. Esses dados tornam-se importantes, uma vez que aves
utilizam-se da atividade muscular como principal mecanismo de

termogénese (BICEGO, BARROS e BRANCO, 2007).
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E interessante notar que o aumento da temperatura interna de
pombos durante a I'T ndo foi diferente daquela observada nos animais que
foram apenas manipulados, sem que houvesse indu¢io de imobilidade
tonica. Ou seja, nesses animais, a manipulagdo, isoladamente, foi capaz de
desencadear respostas térmicas semelhantes aquelas promovidas pela IT.
Nenhuma das investigacdes anteriores sobre as modificagdes térmicas
durante a I'T utilizou-se de controles apenas manipulados (e.g. NASH ez af,
1976; GENTLE e¢# al., 1989; EDDY e GALLUP, 1990). Outro estudo
verificou aumento significante da temperatura interna em galinhas
utilizando como estimulo a manipulagio por um experimentador
(ROVEE-COLLIER e al, 1991). Neste estudo, porém, as repostas
térmicas observadas, ndo foram comparadas com outros estimulos,
também potencialmente termogénicos (e.g. IT).

Dados previamente publicados por nosso grupo mostraram que
diferentes tipos de estresse como manipulacdo, transferéncia para um
ambiente novo ou mesmo a simples entrada do experimentador na sala de
registro, sdo capazes de desencadear respostas hiper ou hipotérmicas
duradouras em pombos (BITTENCOURT, MELLEU e MARINO-
NETO, 2015). De fato, a intensidade e sentido da resposta térmica
(aumento ou diminuicio da temperatura corporal) em pombos parece
existir em fun¢do do tipo de estresse ao qual os animais sio submetidos
(BITTENCOURT, MELLEU e MARINO-NETO, 2015). Aumentos de
temperatura em tesposta a estimulos estressores também foram
observados em aves: patos (MALONEY e GRAY, 1998; CABANAC e
GUILLEMETTE, 2001), galinhas(CABANAC e AIZAWA, 2000) e
gaivotas (BALL e AMLANER, 1980) e mamiferos: musaranhos
(KOHLHAUSE ¢ al, 2011), roedores (GROENINK ¢ a4/, 1994,
BUSNARDO ¢# al., 2010) e humanos (VINKERS ef 4/, 2013). Tanto em
aves quanto em mamiferos o aumento da temperatura corporal foi
associado principalmente a ativa¢do do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal
(HPA), e a consequente liberagio de glicocorticéides, (GROENINK ez 4/,
1994; BUSNARDO e¢f al., 2010) e vasoconstricio periférica (MOE ez al,
2012; EDGAR ef al, 2013). Portanto, as modificagbes da temperatura

corporal observada nos animais submetidos a I'T parecem ser um ponto
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comum de respostas gerais ao estresse e nio uma consequéncia de
processos centrais iniciados especificamente pela imobilidade tonica.

A interpretagdo dos dados aqui apresentados parece sugerir que
circuitos centrais que atuam no controle de comportamentos defensivos e
de resposta a estimulos estressores podem ser independentemente ativados
por diferentes tipos de estimulos, e que as modificagdes
comportamentais/ fisiolégicas registradas em resposta a esses estimulos sdo
a soma da ativagdo de cada um desses circuitos, que orquestrados em uma
ordem particular gerem reagdes apropriadas aos diferentes estimulos.
Nesse sentido, modificagbes de temperatura parecem ser um ponto
comum das rea¢des defensivas em pombos.

No presente trabalho também foram observadas quedas da
temperatura corporal supetficial em pombos submetidos a IT. Este tipo de
reagio ao estresse também foi observada em galinhas (MOE e7 al, 2012;
EDGAR et al., 2013). Somado aos dados que apontam para o aumento da
temperatura interna, uma explicagdo possivel poderia ser que processos
autonomicos simpaticos poderiam estar levando a uma vasoconstrigio em
vasos supetrficiais nesses animais, contribuindo para o aumento da
temperatura corporal interna.

Neste trabalho, nio foi possivel realizar experimentos para
averiguar tais modificagbes de pressio arterial periférica em pombos
durante a IT. Em coelhos, os periodos iniciais da I'T sdo marcados por um
aumento significante da pressdo arterial e frequéncia cardiaca (CARLI,
1974), enquanto outros estudos, também em coelhos, sugerem uma
diminui¢do da pressio arterial (HATTON ez al, 1979) e bradicardia
(GIANNICO ¢ al, 2014) durante a IT. O fato da IT ser um
comportamento heterogéneo, parece explicar a variedade de respostas
encontradas na literatura. Ainda, é importante ressaltar que, até onde
pudemos averiguar, nenhum estudo foi realizado sobre as respostas da
pressdo arterial durante a IT em pombos. Nossos dados mostram um
aumento da frequéncia cardfaca durante a IT, somados a diminuicdo da
temperatura corporal superficial, e assim, deve ser examinada a
possibilidade de que esses dois eventos estrejam associados a uma
vasoconstricio periférica, bem como a altera¢des da pressdo arterial em

pombos.
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O aumento da FC perdura por 10 minutos ap6és a inducio da IT,
retornando aos niveis basais, sem que pudesse ser identificada queda
significante da FC. Um aumento de FC durante a I'T em pombos também
pode ser observado em outro trabalho (RATNER, 1967), mas parece
diferir da bradicardia observada durante a IT em galinhas, codornas e
coclhos (GENTLE, JONES ¢ WOOLLEY, 1989; VALANCE et /., 2008;
GIANNICO ez al, 2014). Em coelhos, foi sugerido que durante a IT, a
bradicardia observada nestes animais é devida a um aumento do ténus
parassimpatico (GIANNICO ez al., 2014).

Estas evidéncias parecem contrastar com os dados aqui
apresentados, sugerindo que o aumento duradouro da FC observado em
pombos submetidos a IT e a manipulagdo possam ser respostas espécie-
especificas. Dados recentemente publicados por nosso laboratério
mostraram que pombos apresentam respostas hipotérmicas significantes
frente a estimulos nociceptivos ou isolamento social, resposta esta que nao
pode ser vista em nenhuma outra espécie estudada (para revisio ver:
BITTENCOURT, MELLEU e MARINO-NETO, 2015).

O fato de que respostas fisiologicas a certos estimulos sejam
apomorficas em pombos, parece contribuir com a idéia de que esses
animais possuem adapta¢des que possibilitam lidar especialmente bem com
estresse, permitindo-os assim, colonizar de maneira bem sucedida
ambientes urbanos.

E interessante notar que, da mesma forma que ocorreu com a
temperatura, as modificagdes cardiacas observadas no presente trabalho,
ndo siao exclusivas da imobilidade toénica. Pudemos observar um aumento
significante da FC em pombos submetidos apenas a manipulagio. Este
aumento da FC ¢é mais duradouro do que o observado em animais
submetidos a IT. O grupo manipulado também apresentou uma menor
laténcia para o retorno aos niveis basais de FC, bem como, uma menor
laténcia (ainda que ndo significante) para atingir o pico de FC em
comparagao ao grupo IT (Fig. 9 D).

Estas diferengas temporais das modifica¢oes da FC entre pombos
submetidos a IT ou manipulacio, parecem reforcar a idéia de que a IT
favorece processos semelhantes a uma desativacido fisiolégica que nio

pode ser observada apos estresses de manipulagdo apenas. Estes processos
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podem ocorrer em paralelo a desativacio sensério motora e
comportamental discutida acima. E possivel sugerir que a resposta da FC
durante a IT é bifdsica, com uma predominancia da atividade simpatica
durante os perfodos iniciais que deve ser substituida por uma ativacdo
parassimpdtica ao longo do tempo. Se levarmos em conta a tendéncia dos
animais manipulados de atingirem o pico de FC mais cedo do que os
animais submeditos a IT, é possivel especular que a inducdo da IT deve
mudat o balango autondémico favorecendo a ativa¢io parassimpdtica desde
o inicio e que, em um determinado ponto de inflexdo predomine sobre a
ativagdo simpatica. Entretanto, a metodologia empregada neste estudo nao
permite testar essa hipdtese, uma vez que andlises de frequéncia cardiaca
mais apuradas (ECG) devem ser realizadas para estabelecer a contribui¢do

do tonus vagal durante a indu¢io e duragio da I'T e durante a manipulacio.

5.3. Modificagdes da expressdo de c-Fos no mesencéfalo e areas
procencefalicas apo6s a IT
5.3.1. Complexo ICo/GCt

Nossos dados mostram um aumento significativo no ndmero
médio de células c-Fos+ em regides do complexo ICo/GCt mesencefalico
de pombos submetidos a uma imobilidade ténica quando comparados aos
grupos manipulado e nido-manipulado. Em geral, essas mudangas foram
mais pronunciadas em niveis intermediarios e caudais do mesencéfalo. Em
regides rostrais, o aumento de c-Fos provocado pela imobilidade tonica sé
pode ser observado na regido dorsal do SGP (porém, ndo na ventral).
Todas as regides do ICo/GCt que aptresentaram diferencas
estatisticamente significantes entre o grupo IT e o grupo nido-manipulado
em nossa andlise, também apresentaram tais diferencas em rela¢do ao
grupo manipulado.

Portanto, é possivel concluir que o aumento do nimero de células
c-Fos observado neste estudo (pelo menos pata estas regides
mesencefilicas) foi exclusivamente provocado pela IT (Fig. 12 A-C; Fig 19

106



B), ou seja, independente do estresse de manipula¢io, que é indispensavel
para a inducdo de imobilidade tonica em pombos.

A manipulacdo prévia dos animais (eg. manutengiao semanal das
gaiolas) poderia ter mascarado algum efeito da manipulagio sobre a
ativacio do complexo ICo/GCt  pela habituacio deste estimulo.
Entretanto, nossos dados de temperatura e frequéncia cardfaca (discutidos
acima) mostram que a manipulacio experimental foi suficiente para
provocar modificagbes significantes destes pardmetros, sugerindo que
mesmo em animais adaptados as condigdes do biotério estas respostas ao
estresse ndo sao sensiveis a habituacao. Isto também implica que diferentes
circuitos, independentes da ativacio do ICo/GCt sdo responsiveis por
estas modificacdes fisiolégicas, e que aparentemente estas regides
encefélicas devem estar associadas aos componentes motores da tesposta
de IT.

Além disso, foi obsetvado que estimulos de conten¢do em
pombos também nio alteraram a expressdo de outros genes de resposta
imediata (Egtr-1) no complexo ICo/GCt. Porém, no mesmo trabalho,
puderam ser obsetvadas alteracdes da expressio do Egr-1 em outras
regides mesencefalicas, dienceflicas (com excecio de nucleos
hipotalamicos), e prétectais (CUNHA, REINER e TOLEDO, 2007). No
presente estudo, ndo foram detectadas modifica¢des da expressio de c-Fos
nestas regides em que o Egr-1 tem sua expressio modificada pela
contencdo. Hssas evidéncias patecem implicar que diferentes marcadores
de atividade neural sdo sensiveis a diferentes tipo de estresse. Ainda,
diferentes marcadores podem ter expressio restrita a diferentes regides
encefélicas. Portanto, seria importante a utilizagdo, em conjunto, de mais
marcadores de atividade neural a fim de elucidar os componentes de
circuitos encefalicos relacionados com repostas defensivas em pombos.

No presente trabalho, comparamos a marca¢do c-Fos no
complexo ICo/GCt com a distribuicio de neurénios NADPH-diaforase
nesta regido. A distribuicio da NADPH-diaforase observada neste trabalho
foi semelhante a descrita em outros trabalhos no pombo (ATO]JI,
YAMAMOTO e SUZUKI, 2001) e na galinha (BRUNING, 1993), porém,
nossa descricio no complexo ICo/GCt proporciona mais detalhes de sua
distribuicio mesencefalica. Além da presenca de neurdnios NADPHd+
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no GCt e ICo descritas nos trabalhos citados, pudemos observar
marcacio NADPH na regido do SGP dorsal préviamente ndo demostrada.
A NADPHJ marca regies especificas da PAG de mamiferos (CARRIVE
e PAXINOS, 1994; CANTERAS e GOTO, 1999) e foi utilizada neste,
assim como em outros trabalhos (KINGSBURY ez 4/, 2011), para melhor
comparar o complexo ICO/GCt de aves com a PAG de mamiferos.

A marcacio c-Fos observada no complexo ICo/GCt esta apenas
parcialmente restrita a regides ricas em neurénios NADPHd+. Neurénios
expressando NADPHd puderam ser encontrados em todos os nfveis do
GCt que nio apresentaram alteragoes na expressao de c-Fos apés a IT, e
em todas as subdivisées 1Co, nas quais um aumento do nimero de nicleos
c-fos+ pode ser observado apds a IT. Pericarios NADPHd+ estavam
agrupados em duas manchas coincidentes com a marcagao c-Fos no 1Co-1
rostral, enquanto a marca¢do c-Fos no ICo-m intermedidrio e caudal
ocorreu dentro ¢ fora da drea contendo neurdnios NAPDHA.
Imunoreatividade a oxido nitrico sintase neuronal (nNOS) também foi
observada no GCt e ICo-m de mandarins (Taeniopygia guttata)
(KINGSBURY et al., 2011).

O aumento do numero de células expressando c-Fos nestas
regides ricas em neurénios NADPHdA+ do ICo-1 e ICo-m induzido pela IT
¢ especialmente relevante, uma vez que estas areas foram associadas com a
produgio de vocalizagbes de alarme desencadeadas por estimulos
ameacadotes em outras aves (eg ANDREW, 1974; DE LANEROLLE e
ANDREW, 1974; CHENG, AKESSON e DE LANEROLLE, 1987
CHENG e HAVENS, 1993; WILD, 1997, DUBBELDAM e DEN
BOER-VISSER, 2002b; KINGSBURY e 4/, 2011; ELLIS e RITERS,
2012). Vocalizagdes de alarme também podem ser observadas em
mamiferos apos a estimulacio elétrica da PAG (YAJIMA, HAYASHI e
YOSHI, 1980; SIEBERT e JURGENS, 2003). Juntamente com nossos
dados, essas evidéncias contribuem para a hipétese de que o ICo de aves
possa conter circuitos funcional e anatomicamente comparaveis a PAG
dorsal de mamiferos (DUBBELDAM e DEN BOER-VISSER, 2002b;
KINGSBURY et al., 2011).

O GCt, também dotado de pericarios expressando NADPHd, nio

teve o nimero de nucleos c-Fos+ modificado pela inducio da IT ou

108



manipulagdo. Foi sugerido que esta regido possa ser comparavel a PAG
ventral de mamiferos (DUBBELDAM e DEN BOER-VISSER, 2002b;
KINGSBURY et al., 2011). Devido a sua posi¢do anatomica, dorsal ao
nucleo do nervo oculomotor, e a expressio de NADPHd observada no
pombo por nés e por outros autores (ATOJI, YAMAMOTO e SUZUKI,
2001; KINGSBURY et al., 2011), o GCt pode ser comparado a regido da
PAG lateral, rica em pericarios NADPHd, e descrita por Carrive e Paxinos
(1994) em gatos, ratos, coelhos, macacos e humanos, denominada capsula
supraoculomotora (Supraoculomotor cap).

Aumentos da expressio de c-Fos foram observados no GCt e
associados a fase consumatéria do comportamento sexual de codornas
(IYILIKCI et al, 2014). Aumentos da expressio de c-Fos, também
puderam ser observados apds comportamentos de fuga e subordinacio a
co-especificos em passeriformes (Uraeginthus granatina, Kingsbury ez al.
2011). Foi observado que a exposicio a predadores aumentou a expressio
de c-Fos nas colunas ventrolaterais e laterais da PAG rostral, bem como da
capsula supraoculomotora. Estes mesmos estudos também observaram
aumento da expressio de c-Fos em resposta a estes estimulos nas colunas
dorsomedial e dorsolateral em ratos (CANTERAS e GOTO, 1999;
COMOLI, RIBEIRO-BARBOSA e CANTERAS, 2003) e¢ humanos
(SATPUTE et al., 2013). Além disso, a exposi¢do a situagdes de estresse
incontrolavel, como conten¢do ou natacio forcada, foram capazes de
aumentar o numero de nicleos c-Fos+ tanto na coluna dorsal, quanto na
coluna ventrolateral da PAG de ratos (LINO-DE-OLIVEIRA ¢ al., 2000).

Foi demonstrado que a regido ventral da PAG de mamiferos é
crucial para a expressdo de estratégias passivas de enfrentamento (e.g.
imobilidade durante testes de medo condicionado) (CARRIVE ez al., 1997,
WALKER e CARRIVE, 2003). A ativacao da PAG ventrolateral em ratos
e gatos promove a interrupg¢ao ou reducio da atividade locomotora, reduz
comportamentos ativos e reduz a responsividade a estimulos
exteroceptivos (BANDLER e DEPAULIS, 1991; LOVICK, 1993). Esses
comportamentos estao associados a estratégias passivas de enfrentamento,
e também parecem com os componentes classicamente associados a
imobilidade tonica (eg imobilidade e diminui¢do da responsividade a
estimulos sensoriais) (GALLUP ¢ RAGER, 1996). Ademais, a inducio da
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IT promoveu o aumento da expressio de c-Fos nas colunas lateral e
ventrolateral (e em menor intensidade, ainda que significante, nas colunas
dorsolateral ¢ dorsomedial) da PAG de cobaias (VIEIRA, MENESCAL-
DE-OLIVEIRA e LEITE-PANISSI, 2011). Nesse sentido, a semelhanca
na expressdo de c-Fos no GCt apds a IT ou manipulacio observada em
nossos experimentos patecem contradizer as observacles prévias feitas
tanto em aves, quanto em mamiferos. Todavia, esta pode ser uma
diferenga espécie-especifica importante dos circuitos defensivos centrais do
pombo, especificamente aqueles relacionados a respostas ativas ou passivas
em situagoes de estresse inescapavel.

A indu¢io da imobilidade tbnica, mas nio a manipula¢io,
promoveu o aumento do nimero de células c-Fos+ no SGP em todos os
nfveis do eixo rostro-caudal. O aumento observado neste trabalho ocortreu
apenas na regido dorsal do SGP (SGPd), onde também foram observadas
células NADPHd+. A porc¢io ventral do SGP (SGPv) nio apresentou a
presencga de células c-Fos e também ndo contém neurdnios expressando
NADPHd.

O SGP circunda a expansao lateral do aqueduto e é classicamente
considerada como parte das camadas profundas do teto éptico (Lamina
15). A distribui¢io da NADPHd observada no SGPd parece ser continua
com as células presentes no ICo-l (Fig. 11 I). E interessante notar que
células NADPH+ presentes na coluna dorsolateral da PAG de mamiferos,
também parecem distribuir-se em um continuo com as camadas profundas
do coliculo superior (CARRIVE e PAXINOS, 1994). Em pombos,
neuronios do SGPd, bem como neurdonios do ICo medial e lateral,
contribuem para as proje¢des descendentes tetopontinas e tetobulbares
para a formacdo reticular no tronco encefilico (REINER e KARTEN,
1982; HELLMANN e GUNTURKUN, 1999). O SGP, dorsal e ventral,
também diferem das demais laminas do teto éptico no sentido de que nio
sao fonte de projecoes tectofugais ascendentes para o tilamo visual (n.
rotundus) (REINER e KARTEN, 1982; HELLMANN e GUNTURKUN,
1999). As projecoes descendentes do SGP e ICo parecem influenciar
neur6nios da formacio reticular envolvidos no controle de circuitos
cerebelares e movimentos do pescoco e olhos, bem como circuitos da
medula espinhal (REINER e KARTEN, 1982). Portanto, essas regides
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estdo em posicdo de participar nos fendmenos motores e viscerais que
acompanham a resposta de IT.

As catracteristicas anatomicas e funcionais do SGPd em pombos
ainda ¢ bastante desconhecida, porém sua posi¢io anatémica ¢ intrigante.
O SGPd ¢ adjacente a parede dorsal do ventriculo tectal
Embriologicamente, o ventriculo tectal de aves ¢ considerado como sendo
a expansdo lateral do aqueduto cerebral (PUELLES e¢f a/, 1994), desta
forma o SGPd ¢é uma estrutura que, por definicio, estd contido na regido
dorsal periaqueductal. Os dados aqui apresentados permitem especular que
o SGPd possa ser compariavel a PAG dorsolateral ou as camadas
profundas dorsomediais, adjacentes a PAG, do coliculo superior de
mamiferos. Consequentemente, se essa hipotese se provar verdadeira, a
posicao relativa do ICo, entre o SGPd (comparavel a PAG dorsal) e o GCt
(comparavel a PAG ventral), juntamente com sua intensa marcagio
NADPHd+, levaria a conclusio de que a regiao do ICo poderia apresentar
caracteristicas semelhantes a PAG lateral de mamiferos.

As camadas profundas, multimodais sensério/motoras, do teto
optico sdo relevantes para a expressio de comportamentos defensivos,
especialmente imobilidade em resposta a estimulos ameacadores em
mamiferos (BITTENCOURT ¢ 4/, 2005, SCHENBERG ¢ al, 2005;
FURIGO e al., 2010; DESJARDIN ez al., 2013; WEI ez al., 2015), répteis
(DISTEL, 1978; SUGERMAN e DEMSKI, 1978) ¢ anfibios (EWERT,
1985; HOFFMANN, BRAZIL. ROMERO ¢ DE OLIVEIRA, 1993;
GARGAGLIONI, PEREIRA ¢ HOFFMANN, 2001). Foi sugetido que
vias teto-reticulares originadas destas camadas do coliculo superior, estio
envolvidas com a expressio de comportamentos defensivos em roedores
(e.g., COIMBRA ¢# al., 2006). Também foi observado em mamiferos um
aumento da expressio de c-Fos tanto nas camadas profundas do teto
optico quanto na PAG dorsolateral apés a apresentacio de estimulos
ameacadores  (eg, SILVEIRA, SANDNER ¢ GRAEFF, 1993;
CANTERAS e GOTO, 1999; COMOLI, RIBEIRO-BARBOSA e
CANTERAS, 2003; VIEIRA, MENESCAL-DE-OLIVEIRA e LEITE-
PANISSI, 2011)

Esse similaridade anatomica e funcional geral entre a PAG e as

camadas profundas do teto 6ptico pode refletir suas origens embriologicas
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comuns. A porg¢io alar dorsal do mesencéfalo embrionario que origina o
coliculo superior e a PAG em mamiferos também origina o teto 6ptico e o
torus semicireularis de vertebrados nido mamiferos (BUTLER e HODOS,
2005). De fato, nossos dados podem fortalecer a nocdo de que a PAG e
camadas profundas do teto éptico podem ser consideradas como uma
unica estrutura geral (segmentada por feixes de fibras dirigindo-se do e
para o teto 6ptico) derivada da formacio reticular mesencefalica. Esta
hipétese foi sugerida por trabalhos neuroanatémicos iniciais a respeito
destas estruturas em mamiferos (HOLSTEGE, 1991) e pombos (REINER
e KARTEN, 1982), indicando que essas areas devam ter sido originadas
como especializacdes dos sistemas defensivos da formacdo reticular de
vertebrados antepassados (EWERT, 1985).

Nossos dados também apontam para um aumento significativo do
numero de células c-Fos+ na regido do MLd. Esse nucleo que se localiza
ventral a expansido lateral do aqueduto e divide o ICo em suas porcoes
lateral e medial, faz parte da circuitaria auditiva das aves, sendo comparavel
ao torus semicirenlaris de répteis e ao coliculo inferior de mamiferos
(CONLEE e PARKS, 1980). Esse aumento da expressiao de c-Fos no MLd
pode ter duas interpretagdes distintas. O MLd pode fazer parte da
circuitaria defensiva de aves, modulando a expressio do comportamento
defensivo nesses animais. Essa interpretagdo estaria de acordo com
trabalhos que mostraram que a estimulagdo elétrica ou quimica do coliculo
inferior de roedores provoca aumento do comportamento de freezing
(FERREIRA-NETTO, BORELLI ¢ BRANDAO, 2007), bem como um
aumento da expressio de c-Fos apos fieezing BRANDAO et al, 2005).
Todavia, essa explicacdo poderia ndo ser correta para o caso da IT, uma
vez que Vieira e cols. (2011) ndo observaram aumento do nimero de
células c-Fos+ no coliculo inferior de cobaias submetidas a imobilidade
tonica.

E importante notar que estimulos sonoros parecem influenciar a
duracio da IT em aves (GALLUP ¢ RAGER, 1996). Foi observado em
galinhas que a apresentacio de tons com intensidades de 60db a 80db, aos
quais os animais ndo estavam habituados, provocou um aumento
significante na duragdo da IT. Em contrapartida, no mesmo experimento, a

apresentagio de tons com intensidade de 90db provocou o término da IT
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em 100% dos animais testados (HATTON e THOMPSON, 1975). Esses
dados sugerem que estimulos auditivos, dependendo da intensidade,
podem aumentar a aversividade do ambiente (consequentemente
aumentando a duragdo da IT) ou promover o término da IT através de
sobresaltos causados por tons mais intensos.

O aumento de c-Fos no MLd, observado no presente trabalho,
pode ser devido a um aumento da atividade de vias sensoriais auditivas que
podem estar envolvidas na modulacio da duragio da IT. Ainda, um
aumento da excitabilidade de regides responsaveis pelo processamento de
estimulos auditivos, poderia contribuir para o término da IT, tornando os
animais mais responsivos a estimulos sonoros do ambiente, e por
consequéncia, mais propensos a apresentarem sobressaltos durante a
imobilidade tonica. Evidéncias que reforcariam essas hipéteses poderiam
ser fornecidas por uma investigagdo da expressio de c-Fos apds a IT, em
outras regides responsaveis por processamento sensorial (em aves,
principalmente visual e auditivo).

E importante ~ mencionar  que  conexdes  reciprocas
topograficamente organizadas entre as camadas profundas do teto Sptico
(incluindo a lamina 15, SGPd) e as camadas externas (concha) do MLd
foram descritas na coruja (Iyt alba), sendo proposto que esse cirtuito ¢
reponsavel por criar um mapa auditivo que guia e otienta 0 movimento
destes animais (HYDE e KNUDSEN, 2000). Também foi observado que
a area do ICo responsavel por vocalizaces reprodutivas em rolinhas
(Streptopelia risoria) possui neurdnios que projetam-se para MLd (CHENG e
HAVENS, 1993) e recebem projecoes originadas no MLd (AKESSON,
DE LANEROLLE e CHENG, 1987, CHENG, AKESSON e DE
LANEROLLE, 1987). Além disso, foi observado que partes do ICo
recebem informacdes auditivas do MLd, e integram essa informa¢io com
entradas sensotriais  multimodais nido auditivas, faz o relé dessas
informagdo, via talamo, para regides do Arcopallium, homodlogo da
amfgdala de mamiferos, e implicado na expressio de comportamentos
defensivos em aves e mamiferos (WANG, BRZOZOWSKA-PRECHTL e
KARTEN, 2010; CALABRESE e WOOLLEY, 2015; KARTEN, 2015).

E interessante notar que em inspecdo qualitativa do material c-

Fos, nio pudemos encontrar expressdo significativa no coértex auditivo
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primério (campo "L" do Mesopallium) dos pombos submetidos a IT, nem
em outras regides talamicas parte das vias auditivas ascendentes (e.g. n.
ovoidalis), sugerindo que a ativagdo do MLd obsetvada no presente
trabalho seja de fato parte do processamento defensivo e, possivelmente,
independente de processamentos sensoriais de alta ordem.

Em resumo, ainda que o GCt tenha sido classicamente
comparado a PAG de mamiferos (DUBBELDAM e DEN BOER-
VISSER, 2002a), ¢ importante notar que devido a lateralizagdo e
hipertrofizacdo do teto éptico das aves, regiGes comparaveis as subdivisdes
da PAG de mamiferos (situadas préximas a linha média e ventrais ao
coliculo superior nestes animais) nas aves, também devem ser lateralizadas
acompanhando o posicionamento ventral ao teto Ooptico.  Dados
neuroanatoémicos e funcionais revisados por GOODSON e KINGSBURY
(2013) levaram a hipétese de que a PAG das aves teria um formato de
calice aberto, com o GCt sendo homdlogo da coluna ventrolateral e o ICo
homdlogo as regiGes dorsais da PAG de mamiferos. De fato, os dados
apresentados e discutidos neste trabalho, indicam que as regiGes laterais
como o ICo-l, ICo-m, dividem atributos anatémicos e funcionais (no
controle de comportamentos defensivos) com a regido periaqueductal de
mamiferos, sustentando essa hipdtese.

Entretanto, nossas observacoes da auséncia de modificagdes da
expressio de c-Fos no GCt apéds a IT, e a intensa ativacido do SGPd, ap6s a
IT, pode complementar a hipétese de GOODSON e KINGSBURY
(2013). Somando nossos dados de expressio de c-Fos e NADPHd aos
encontrados na literatura, poderfamos formular a hipétese de que a PAG
das aves seria melhor comparada a um calice fechado, onde o GCt e ICo-
m seriam comparaveis a PAG ventral e ventrolateral respectivamente,
colocando o SGPd como possivel homédlogo de regides dorsais da PAG de
mamiferos. A figura 20 ilustra a hipétese porposta por GOODSON e
KINGSBURY (2013) para a possivel homologia entre as regides do
mecencéfalo de passeriformes ¢ a PAG de mamiferos, em comparagio
com a hipétese do presente trabalho.

Ainda que dados anatdmicos e funcionais sejam escassos e que 0s
circuitos encefalicos relacionados com comportamentos defensivos

estejam longe de ser completamente elucidados na maioria das classes de
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vertebrados, a similaridades de padtdes de expressio génica e efeitos
comportamentais, fruto da estimulagio de regides mesencefilicas,
comparaveis, indicam ao menos algum grau de conservacdo destes
circuitos ao longo da evolucio. Neste sentido, nossos resultados indicam
que circuitos mesencefalicos envolvidos em comportamentos de medo e
defesa podem ser substancialmente, mas talvez nio completamente,

conservados em aves e mamiferos.

B
Mamiferos Aves
(Roedor) (Passeriforme)

Figura 20. Hipétese comparativa entte a PAG de mamiferos e o complexo
ICo/GCt de aves. A) Desenho esquemitico do mesencéfalo de mamiferos. B)
Desenho esquematico do mesencéfalo de aves mostrando a comparagio hipotética
com as regides do mesencéfalo de mamiferos baseado no proposto por
GOODSON e KINGSBURY (2013). C) Desenho esquematico do mesencéfalo de
aves mostrando a comparagdo hipotética com as regides do mesencéfalo de
mamiferos baseado no proposto por GOODSON e KINGSBURY (2013)
somados aos dados do presente trabalho.

5.3.2. Distritos hipotaldmicos

No presente trabalho investigamos alteragées do numero de
nuicleos c-Fos+ no nidcleo paraventricular de pombos apés a imobilidade
tonica e apds a manipulacio. Também realizamos no material histélogico,
dupla marcacio c-Fos/CRH, afim de descrever o envolvimento dos
neuronios  peptidérgicos  produtores de hormoénio liberador de
corticotrofinas no comportamento de imobilidade tonica em pombos.

De uma maneira geral, o eixo HPA é conservado em vertebrados
(DENVER, 2009). O ecixo HPA age ditetamente sobte o controle da

resposta hormonal ao estresse. Dado um estimulo estressor, a resposta
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hormonal se inicia através da liberagigo de CRH pelas células
neurosecretoras do PVN parvocelular na circulagio porta-pituitaria. Por
sua vez, o0 CRH age em receptores CRF1 localizados em células secretoras
da pituitaria anterior liberando ACTH (hormonio adrenocorticotréfico) na
circulagio (HAUGER ez 4/, 2006). O ACTH atua no cortex nas glandulas
adrenais liberando, na circulagdo, hormoénios glicocorticéides, como a
corticosterona ( no caso de répteis, roedores e aves) ou cortisol (no caso de
primatas e peixes teledsteos) (DENVER, 2009).

Estressores fisiologicos, como queda da pressio arterial,
hipoglicemia ou hipdxia, ativam o PVN e, consequentemente, aumentam
os niveis plasmaticos de glicocorticdides, via conexdes do tronco
encefdlico com o nucleo paraventricular do hipotadlamo (HERMAN e
CULLINAN, 1997). Em contrapartida, estimulos estressores que
dependem da avaliacio do ambiente ou processamento sensorial (e.g.
estresse de conten¢do, exposicio ao predador ou choque nas patas),
promovem o aumento de glicocorticdides através da ativagdo de estruturas
limbicas (principalmente da amigdala) que por sua vez manda projecoes
para o PVYN (HERMAN e CULLINAN, 1997). Ao mesmo tempo, 0s
neurénios CRH+ do PVN mandam proje¢des para estas estruturas da
amigdala, BSTn e outras estruturas limbicas e corticais (HAUGER ez 4/,
2006; BECKERMAN et al, 2013). Estas conexdes do PVN com 4reas
limbicas também puderam ser observadas em aves (KORF, 1984; BONS ¢z
al., 1988).

No presente trabalho, observamos neurénios CRH+ populando a
regido parvocelular do PVN de pombos. Estas células, fusiformes e
bipolares, apresentam uma orientacdo perpendicular ao terceiro ventriculo
e enviam processos em direcdo a camada ependimal, bem como processos
varicosos CRH+ que adentram o parénquima e parecem atingir a
eminéncia mediana, também pudemos observar estas fibras atingindo
partes do BSTn. Essa morfologia celular (IKORF, 1984), bem como a
distribuicio de fibras CRH+, sdo consistentes com observacées do PVN
de aves publicadas em estudos anteriores realizados em galinhas (WANG e
MILLAM, 1999), codotnas (YAMADA e MIKAMI, 1985; PANZICA ef
al., 1980), passeriformes (Sturnus vulgaris e Melospiza melodia) (BALL, FANS
e WINGFIELD, 1989) e pombos (BONS ¢ 4/., 1988).
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Nio pudemos observar alteracdes no nimero de células c-Fos+
no PVNd ou PVNv apés a manipulagdo ou IT em pombos. Entretanto,
detectamos um aumento significante na expressao de c-Fos em neurdnios
CRH+ no PVNv ap6s a manipulagdo, e um menor aumento ap6s a I'T em
comparag¢do ao grupo ndo-manipulado. A porcentagem de células CRH+
ativadas, ou seja, a porcentagem de células CRH+ que também
expressaram c-Fos, também foi significantemente maior nos grupos
manipulados e IT em comparagdo ao grupo controle, porém sem
diferengas entre os grupos manipulado e IT. Essas diferengas também
foram observadas apenas para o PVNv, mas nio para o PVNd.

Outro trabalho também foi capaz de detectar aumento significante
de células vasotocinérgicas ativadas em galinhas submetidas a estresse de
contencdo aguda. Esta diferenca também pode apenas ser detectada nas
regides ventrais e caudais do PVN (NAGARAJAN ez al., 2014). Ainda, a
contencdo aguda ou cronica é capaz de aumentar os niveis plasmaticos de
corticosterona em ratos (PITMAN, OTTENWELLER ¢ NATELSON,
1988), bem como, aumentar o nimero de células c-Fos+ no PVN (LINO-
DE-OLIVEIRA e al, 2006). Em codornas e galinhas, tanto a
manipulagdo, quanto a indu¢do de imobilidade tonica acarretaram em um
aumento da concentracdo plasmatica de corticosterona em comparacio a
animais ndo manipulados (IKANNAN e MENCH, 1996; JONES, MARIN
e SATTERLEE, 2005). Juntamente com nossos dados, ¢é possivel concluir
que a ativagao do eixo HPA é comum tanto a manipulacdo quanto a IT, e
talvez seja uma consequéncia da conten¢do necessaria para a induc¢do da
imobilidade tonica. E importante mencionar que tanto no procedimento de
indugio de IT, quanto na manipulagio, os animais sdao isolados de seus co-
especificos. Uma vez que pombos sdo sensiveis ao isolamento,
apresentando comportamentos defensivos nestas situagdes (DE SOUZA er
al., 2009), a ativacio do PVN nos dois grupos também pode ter sido
influenciada por este aspecto do procedimento experimental.

Entretanto, é interessante mencionar que os niveis plasmaticos de
corticosterona estio positivamente correlacionados com o tempo de I'T em
coelhos (CARLI, FARABOLLINI e DI PRISCO, 1979). De maneira
semelhante, a infusdo de corticosterona prolonga o tempo de IT em
galinhas (JONES, BEUVING e BLOKHUIS, 1988) e microinjecbes de
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corticosterona no nucleo reficularis pontis oralis prolonga a IT em ratos
(SANDOVAL-HERRERA ¢ 4/, 2011). Ainda, a selecdao artificial de
codornas para caractetisticas de longa ou curta I'T provoca diferencas entre
linhagens na resposta a estimulos estressantes. A contencdo aguda ou
cronica provocou um aumento dos niveis de corticosterona em codornas
selecionadas para longas ITs em comparagio com codornas selecionadas
para exibirem ITs curtas (HAZARD ez al., 2008; CALANDREAU ez al,
2011). Porém, nio foram observadas diferencas entre as linhagens nos
nfveis plasmaticos de corticosterona ap6s a inje¢ao de ACTH (BEUVING,
JONES e BLOKHUIS, 1989). Essas evidéncias, em conjunto com as aqui
apresentadas, parecem sugerit que as células CRH+ do PVN sio
igualmente ativadas durante os estimulos aversivos. No entanto, o carater
modulatério da corticosterona sobre o IT, bem como as diferencas na
resposta hormonal ao estresse entre as duas linhagens de codornas,
implicam que a corticosterona deve agir em um mecanismo de feedback
positivo em animais submetidos a I'T/em linhagens que expressam longas
ITs.

Este ¢ também o primeiro trabalho a explorar a ativagio das
células CRH+ no PVN de aves submetidas 2 imobilidade tonica. E
possivel esperar que, devido a ativacdo semelhante do PVN entre animais
do grupo IT e manipulado, que os niveis plasmaticos de corticosterona
sejam semelhantes entre os dois grupos. Contudo, ndo podemos descartar
outros processos centrais (independentes da ativagdo do PVN) capazes de
aumentar os nfveis plasmaticos de corticosterona durante a IT.

Atualmente, estamos realizando experimentos para avaliar os
nfveis de corticosterona em pombos submetidos a imobilidade ténica e a
diferentes tempos de manipulagio. Com estes experimentos esperamos
poder elucidar o papel da ativacio do PVN durante a IT e manipulacio de
pombos.

Além do PVN, também avaliamos o nucleo préoptico medial
(POM). Em roedores, o POM faz conexdes reciprocas com o PVN, area
septal lateral, BSTn, PAG e com diversas estruturas do tronco encefélico
(CHIBA e MURATA, 1985, RIZVI, ENNIS e SHIPLEY, 1992).
Conexdes semelhantes do POM também foram observadas em codornas e

pombos (BERK e BUTLER, 1981; BALTHAZART ez al, 1994) . Em
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mamiferos, o POM esta envolvido com uma série de processos
comportamentais e autonémicos como comportamento maternal
(NUMAN, ROSENBLATT e KOMISARUK, 1977), regulacio de
temperatura (SATINOFF, LIRAN e CLAPMAN, 1982; CRAWSHAW e¢#
al., 1985) e controle do ciclo sono-vigilia (DATTA e/ afl, 1988).
Surpeendentemente, ndo  observamos  diferengas  estatisticamente
significantes na expressio de c-Fos no POM em nenhuma das situacGes
experimentais, apesar de que, a obsetvagdo qualitativa, tenha nos parecido
haver um maior nimero de células c-Fos+ nos animais submetidos a IT
(ver figura 13 G,H). Esta regidao ¢ considerada como parte importante dos
circuitos de controle da temperatura corporal em aves. Em pombos, a
lesio do POM levou a um aumento da temperatura (NECKER e
GNUSCHKE, 1989) e a ativagdo de teceptores muscarinicos no POM
promoveu um aumento da temperatura ¢ aumento da vasoconstri¢iao
(KOMAROVA, 2009). Assim, ainda esta por ser demonstrado um possivel
papel desta regido no aumento de temperatura observado apds a IT e a
manipulagio observadas neste trabalho Além disso, até onde pudemos
verificar em nosso material, outras regides hipotalimicas também nio
apresentaram uma expressio de c-Fos significativa. Esses achados também
sdo relativamente inesperados, em virtude de que POM (além de outras
regides hipotalamicas, nas quais também nio notamos mudangas aparentes
na expressio de c-Fos) foi implicado na expressdo de respostas defensivas,
tanto em aves (GOODSON e KINGSBURY, 2013) quanto em mamiferos
(RIZVI, ENNIS e SHIPLEY, 1992; GROSS e CANTERAS, 2012).
Possivelmente, estudos utilizando maior nuimero de animais ou
metodologias mais sensiveis possam set realizados, a fim de substanciar as
evidéncias qualitativas do envolvimento do POM no comportamento de
IT em pombos apresentadas neste trabalho.

5.3.3. Distritos telencefalicos
5.3.3.1. Area septal

Nossos dados apontam para um aumento da ativagio da drea

septal lateral (mas ndo da medial), marcada pelo incremento do nimero de
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células c-Fost+ em pombos submetidos a imobilidade tonica, mas nio a
manipulagdo. Na literatura, existem poucos estudos que investigaram o
papel da area septal no controle da IT. Porém, foi obsetvado que lesdes
septais aumentaram a duracdo da IT e diminufram o nimero de inducSes
em coelhos (WOODRUEFF e LIPPINCOTT, 1976) e, em galinhas e lesdes
septais bilaterias, ndo alteraram o tempo de imobilidade tonica (MASER,
KLARA e GALLUP, 1973). E interessante mencionat, que ratos expostos
a um protocolo de desamparo apendido, promovido por choques
inescapaveis, apresentaram menor expressdo de c-Fos na area septal lateral
quando comparados aos controles sem manipulagio (STECIUK e# al,
1999). Ainda, a lesio da drea septal promoveu o aumento de
comportamentos de coping passivo no teste do nado forgado, outra
situagdo inescapavel em ratos (SINGEWALD ez 4/, 2011). Estas evidéncias
parecem contradizer os achados do presente trabalho. Todavia, o estresse
mediado por estimulos interoceptivos, como privagio de dlcool em ratos
(TIMOFEEVA, 2010) e estimulos dipsogénicos seguidos por privagio de
agua em pombos (DOS SANTOS e al., 2015), promovem o aumento da
expressio de c-Fos na drea septal lateral destes animais. Portanto, a
ativacdo da area septal lateral observada apds a I'T pode estar relacionada a
estimulos interoceptivos também observados neste trabalho (e.g. aumento
da FC ou modificagdes da temperatura).

A ativacio da area septal lateral de pombos submetidos a IT, um
estimulo de estresse inescapavel, ainda podetia ser fruto de diferencas
espécie-especificas das vias septais nestes animais. De fato, foi observado
que lesGes da 4area septal lateral promovem efeitos opostos em duas
espécies de passeriformes. Em pardais machos (Spizella pusilla), animais que
exibem comportamento de defesa territorial, estas lesGes acarretam no
aumento da agressdo intra-especifica, enquanto em mandarins (Taenopygia
guttatd), animais sociais, lesdes semelhantes diminuem comportamentos
agressivos entre machos (GOODSON ¢f 4/, 1998). Estes efeitos opostos
foram atribuidos a diferencas espécie-especificas de vias peptidérgicas
septais nestas duas espécies (GOODSON, 1998), e podem ser
interpretados como adapta¢Ses destas vias que permitam com que estes

animais exibam estratégias ecoldgicas diferentes (territorial Vs social.)
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Assim como o observado em roedores (MOSKO, LYNCH e
COTMAN, 1973; MEIBACH e SIEGEL, 1977, AMARAL ¢ KURZ,
1985), a area septal lateral de aves abriga corpos celulares que enviam
projecbes massivas (principalmente colinérgicas) para o hipocampo
(ATOJI e WILD, 2004; MONTAGNESE et al., 2004). As caracteristicas
hodolégicas e neuroquimicas da regido septal de aves e mamiferos indicam
que as duas estruturas sejam comparaveis nestes grupos (REINER ez a/,
2004; REINER, YAMAMOTO e KARTEN, 2005). Além de suas
importantes conexdes hipocampais, a area septal lateral, recebe aferentes
do Ai e PoA (MONTAGNESE e# al., 2008).

Desta maneira, a Sl parece ter caracteristicas hodoldgicas que
possibilitam seu envolvimento no controle de comportamentos defensivos.
Entretanto, a escassez de dados funcionais sobre o papel da Sl no controle
de comportamentos defensivos e da I'T em um maior nimero de espécies
de aves, dificulta a conclusido sobre o carater espécie especifico de vias
septais envolvidas no controle da IT. O expressivo aumento de c-Fos,
exclusivamente apés a IT, na Sl de pombos sugere que esta regido deva
estar implicada em algum aspecto deste comportamento. Contudo, estudos
envolvendo lesdes desta regido em pombos, bem como em outras aves,

podem contribuir para elucidar esta questao .
5.3.3.2. Hipocampo

Observamos um aumento significante da expressio de c-Fos na
regidao dorsolateral ventral (DLv), bem como, uma diminuicdo no DILd
ap6s a inducido da IT em pombos. Estas diferencas foram observadas
apenas nas por¢oes mais caudais do hipocampo e também nio pudemos
encontrar uma marcagiao consistente em regides ventrais do hipocampo
(e.g. nucleo Tr), tanto em niveis rostrais quanto caudais. Até onde
pudemos encontrar, este é o primeiro trabalho dedicado a investigar
modifica¢des da expressido de c-Fos no hipocampo de aves, ou mesmo o
efeito de lesGes ou estimulacdo do hipocampo sobre a expressao da I'T em
aves.

Contudo, em mamiferos, foi observado que lesdes hipocampais
aumentam a duracdo da IT tanto em ratos (WOODRUFF ¢ BAILEY,
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1979) quanto em coelhos (WOODRUFF, HATTON e MEYER, 1975).
De maneira semelhante, lesGes extensas do palio dorsal (incluindo o
hipocampo) de galinhas aumentam de forma significante a duracdo da IT
(GENTLE, JONES ¢ MAGUIRE, 1985). E importante mencionar que o
hipocampo de aves possui caracteristicas neuroquimicas e hodolégicas que
permitem concluir que esta estrutura seja homologa ao hipocampo de
mamiferos (COLOMBO e BROADBENT, 2000; ATO]JI e al, 2002;
ATOJI e WILD, 2006; HEROLD et al., 2014).

Além de seu envolvimento em tarefas de memoria espacial e
navegacdo (GAGLIARDO, IOALE e BINGMAN, 1999; BINGMAN ¢
al., 2003; SHIMIZU et al., 2004; BINGMAN et al., 2005; GAGLIARDO e#
al., 2014), o hipocampo das aves também parece ser relevante para a
expressio de comportamentos defensivos em testes de condicionamento
aversivo classico (REIS ez al, 1999; BRITO, BRITTO e FERRARI, 2000),
bem como esquiva aversiva aprendida (UNAL et al, 2002
NIKOLAKOPOULOU, DAVIES e STEWART, 2006). Entretanto, seu
envolvimento com a expressio de comportamento defensivos ndo
condicionados ainda permanece desconhecido.

O hipocampo de mamiferos estd envolvido em fenémenos de
aprendizagem, memoria, navegagio espacial ¢ no controle de respostas
neuroenddcrinas (SAPOLSKY, KREY e MCEWEN, 1984; SAPOLSKY e#
al, 1990; SQUIRE, 1992; JARRARD, 1993; EICHENBAUM, 199¢;
MOSER, KROPFEFF e MOSER, 2008). Ainda em mamiferos, o hipocampo
também tem um papel fundamental na expressio de comportamentos
defensivos. Lesbes do hipocampo ventral de ratos diminuem
comportamentos defensivos tanto ndo condicionados (exposi¢do ao odor
de um predador) quanto condicionados (re-exposicdo ao contexto)
(PENTKOWSKI ¢# al, 20006). Camundongos knock-out para receptores
NMDA (N-metil-D-aspartato) no hipocampo ventral (BARKUS e af,
2010), bem como a infusdo intra-hipocampal de acido y-aminobutirico
(GABA) em ratos (ENGIN e TREIT, 2007) diminuem a expressio de
comportamentos relacionados a estratégias de enfrentamento passivas
(imobilidade) frente a testes preditivos da a¢do de fairmacos ansioliticos.

Outros trabalhos demonstraram a existéncia de formagio de
memoéria durante a I'T em galinhas (GALLUP ez 4/, 1980). Entretanto, no
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presente, e em outros trabalhos (EWELL, CULLEN ¢ WOODRUFF,
1981; EDELAAR ¢ al, 2012; BRUST, WUERZ e KRUGER, 2013;
SANTOS et al., 2015), foi mostrado que a IT em si ndo parece estat sujeita
a habituacdo da resposta. Isso pode ser devido a inibi¢do de algumas das
estruturas hipocampais que impediriam a formac¢io de memoéria com
relagdo ao evento da IT propriamente dito.

O DLv e DLd parecem comparaveis a partes do Cortex
Entorrinal de mamiferos (ATOJI e WILD, 2006; HEROLD ez /., 2014).
Tanto o DLv quanto o DLd recebem, principalmente, aferentes originados
de regides telencefilicas sensoriais primarias e associativas como o
Hyperpallium apicale, Hyperpallium densocelulate e Nidopallium frontale
(ATOJI e WILD, 2004). Ambas as regies projetam-se principalmente para
outras regides hipocampais como o Tr e DMv (ATOJI e WILD, 2004). Foi
mostrado que o DLv envia projecoes (de natureza desconhecida) para o
DILd, porém, o contririo niao foi observado (ATOJI e WILD, 2004).
Portanto, é possivel que as células c-Fos+ observadas no DLv estejam
inibindo o DLd, e consequentemente inibindo outros distritos
hipocampais. Uma vez que essas regides dorsolaterais caudais do
hipocampo, parecem ser o principal relé de informagdes multimodais
vindas do telencéfalo para o resto do hipocampo, a inibi¢io destas regides
inibiria o hipocampo como um todo. Outros estudos promovendo a
estimulagdo elétrica ou quimica do DI.d e DLv, ou ainda, a sua ablagio,
serlam necessarios para testar essa hipotese.

Como ja mencionado, o hipocampo faz conexdes importantes
com a area septal. A via septo-hipocampal possui um papel crucial em
processos de inibicio comportamental em mamiferos (HAMILTON,
KELSEY e GROSSMAN, 1970; GRAY e al, 1981; GRAEFF, 1994;
MCNAUGHTON e CORR, 2004). As projegdes colinérgicas da area
septal para o hipocampo estdo intimamente associadas com a evocacio de
ondas teta no hipocampo de mamiferos (STEWART e FOX, 1990; LEE ez
al., 1994). Ainda, lesdes hipocampais aumentam a duragdao da IT em ratos
(WOODRUFF e BAILEY, 1979) e coelhos (WOODRUFF, HATTON e
MEYER, 1975).

Entretanto, ¢ interessante notar que um aumento de ondas teta
pode ser observado no hipocampo de coelhos durante a IT (KLEMM,
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1971). Ainda, a administracio de escopolamina (um antagonista
colinérgico), foi capaz de aumentar a duracio de IT e abolir o ritmo teta
hipocampal observado em coelhos (HATTON, WOODRUFF ¢ MEYER,
1975). As projecoes colinérgicas da area septal para o hipocampo estio
intimamente associadas com a evocagdo de ondas teta no hipocampo de
mamiferos (STEWART e FOX, 1990; LEE et a/., 1994).

Somados aos dados eletrofisiolégicos e funcionais, nossos dados
sugerem que diferentes regides hipocampais devem estar envolvidas, pelo
menos em alguns aspectos, no comportamento de IT. Nossos dados nio
permitem determinar claramente qual o papel do hipocampo de pombos
no controle da IT. Entretanto, o aumento e diminuicio seletivos da
atividade de regiGes hipocampais parecem implicar em uma circuitaria bem
definida, da qual essas regiGes sdo parte, e que estdio de alguma forma

contribuindo para a expressio da I'T em pombos.
5.3.3.3. Arcopallium e amigdada extendida

Em nossa andlise quantitativa da expressio de c-Fos do
Arcopallium, detectamos aumentos significantes do numero de nicleos c-
Fos+ nos diferentes grupos experimentais. As regides do Arcopallium
dorsal e Arcopallium intermédio apresentaram aumentos significantes do
numero de nucleos c-Fos+ em comparagdo aos grupos ndo-manipulado e
manipulado. Ainda, pudemos encontrar um aumento significante da
expressio de c-Fos+ no nucleo posterior do Arcopallium (PoA), apenas no
grupo manipulado em comparacio ao demais grupos, bem como, um
aumento na expressio de c-Fos no Nucleo taeniae (TnA) em ambos os
grupos, I'T e manipulado, em comparagio ao grupo nao-manipulado.

LesGes do Arcopallium intermédio e dorsal provocaram um
aumento da duracio da IT também em galinhas (MASER, KLARA e
GALLUP, 1973). Também em galinhas, a remogdo de grande parte do
telencéfalo dorsal (deixando intacto o Arcopallium) também aumentou de
maneira significante o tempo de IT (GENTLE, JONES e MAGUIRE,
1985). A lesao do PoA nao alterou a duracdo da imobilidade tonica, porém,
modificou outros comportamentos defensivos como imobilidade no teste
do campo aberto em codornas (SAINT-DIZIER et a/., 2009). E
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interessante notar ainda, que galinhas manipuladas crénicamente por 10
dias, apresentavam menor duracio de IT e um maior numero de
contencdes pata exibirem imobilidade (FLUCK e 4/, 1997). Estes mesmos
animais também apresentavam niveis menores de GABA no Arcopallium
intermédio e dorsal (FLUCK ef @/, 1997). Somados aos nossos resultados,
essas evidéncias sugerem que o Arcopallium tem um papel na modulagio
da duracio da IT em aves.

De uma maneira geral, o Arcopallium tem sido comparado ao
complexo amigdaléide dos mamiferos e contém sub-populagdes
heterogéneas de neurénios, fazendo com que apenas partes desta estrutura
sejam homologas a amigdala dos mamiferos (REINER e af, 2004).
Regides laterais e medias do Arcopallium posterior, especificamente o PoA
e o TnA, apresentam caracteristicas hodologicas, embriolégicas e
neuroquimicas que permitem a conclus@o de que estas estruturas sdo
homoélogas a partes da amigdala de mamiferos (ZEIER ¢ KARTEN, 1971;
VEENMAN, WILD e REINER, 1995; PUELLES et 4/, 2000; JARVIS ez
al., 2005).

Outras regides como o Arcopallium intermédio, medial e dotsal,
nio parecem ter uma relacio clara com a amfigdala de mamiferos. Por
exemplo, o Arcopallium intermédio (Ai) recebe projecGes somaticas e
envia eferentes, via trato ocipto-mesencefalico, para os ganglios da base,
medula espinhal e nucleos pré-motores da formagao reticular no tronco
encefalico. (ZEIER e KARTEN, 1971; DAVIES e# a/, 1997; KRONER e
GUNTRUNKUN, 1999). Também deve ser mencionado que o Ai
também possui conexdes com o SGPd no mesencéfalo (porém, nio para
outras laminas do teto Optico), bem como conexdes com a 4area septal
lateral (ZEIER e KARTEN, 1971; MONTAGNESE ¢z /., 2008).

O  Arcopallium dorsal (Ad), apresenta caracteristicas
neuroquimicas e citoarquitetura distintas do Ai (SUN e REINER, 2000).
Porém, o Ad também exibe caracteristicas sensériomotoras, recebendo
projecoes de regides paliais sensoriais e enviando eferentes para regides
motoras dos ginglios da base (KRONER e GUNTRUNKUN, 1999).
Todavia subdivisbes destas estruturas podem apresentar algumas
caracteristicas amigdaléides (REINER e a/, 2004). Ao contrario do

observado em aves, em lagartos (Podarcis hispanica), lesbes de estruturas
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amigdaléides subpalias foram capazes de reduzir o tempo de I'T (DAVIES
et al., 2002).

Em mamiferos, estudos farmacolégicos mostraram que a
inativacdo da amigdala central (CeA), através de microinje¢Ses locais de
mucimol (agonista GABAA) ou carbacol (agonista colinérgico), reduziu o
tempo de imobilidade tonica em cobaias (LEITE-PANISSI, MONASSI e
MENESCAL-DE-OLIVEIRA, 1999; LEITE-PANISSI ¢ MENESCAL-
DE-OLIVEIRA, 2002). Ao mesmo tempo, também em cobaias, a ativacdo
do CeA através da administracdo de CRH aumentou o tempo de IT
(DONATTI e LEITE-PANISSI, 2011). De maneira semelhante,
microinjegdes de carbacol na amigdala basolateral (BLA) provocam uma
diminui¢do significante do tempo de IT em cobaias (LEITE-PANISSI,
MONASSI ¢ MENESCAL-DE-OLIVEIRA, 1999). ainda em cobaias,
microinje¢des de serotonina (5-HT) ou do agonista de receptores 5-HT1a
(8-OH-DPAT) na amigdala basolateral (BLA) também reduziram o tempo
de IT (LEITE-PANISSI ef al., 20006). Assim, e de forma surpreendente, a
inibicdo de regides da amigdala em mamiferos, bem como lesGes em
regides amigdaléides de répteis, parecem ter efeitos opostos sobre a I'T em
relacdo aos observados nos estudos com lesdes de regides amigdaléides de
aves. sugerindo que o papel desta estrutura nos comportamentos
defensivos nido seja conservado nestes amniotas e que apresentem
mecanismos taxa-especificos na regulagao da IT.

O Nucleo taeniae do Arcopallium, apresentou um aumento da
expressio de c-Fos em comparagio ao grupo nio manipulado, tanto do
grupo manipulado, quanto do grupo IT. Até onde pudemos encontrar, nio
existem outros estudos relacionando o TnA com a expressio da IT em
aves. A lesio do nicleo taeniae aumentou o ndmero de vocalizacGes em
codornas fémeas expostas a machos agressivos, um comportamento que
cessa em animais sem a lesio (CHENG ez 4/, 1999), ou seja, a lesdo parece
ter eliminado posturas de submissdo das fémeas em resposta a agressao
por parte dos machos. Lesdes do TnA de estorninhos (Sturnus vulgaris), um
passeriforme,  diminui a distdncia entre co-especificos do grupo,
aumentando o numero de encontros agonisticos agressivos (CHENG et /.,
1999). Também foi observado um aumento da expressio de EGR-1 no

TnA de pombos apés a apresentagio de um estimulo aversivo (choque nas
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patas) (BRITO, BRITTO e FERRARI, 2011). A diminui¢do da expressio
de comportamentos defensivos apds a lesio do TnA, somada ao aumento
da expressio de c-Fos observada em pombos submetidos a IT ou a
manipulagio, sugere que o TnA esteja diretamente envolvido na expressdo
de respostas a situagdes aversivas em aves.

O TnA ¢ uma estrutura subpalial, adjacente ao Arcopallium
medial, que recebe proje¢oes do bulbo olfativo, hipocampo e area septal
medial (REINER e KARTEN, 1985; CHENG ¢ a/, 1999; ATO]JI e
WILD, 2004) possuindo eferentes, principalmente GABAérgicos, que
dirigem-se a outras estruturas limbicas como, o hipocampo e hipotilamo
(CASINI, BINGMAN e BAGNOLI, 1986; CHENG ef al, 1999).
Conexdes semelhantes também podem ser observadas na amigdala medial
(MeA) de mamiferos (CANTERAS, SIMERLY e SWANSON, 1995;
SWANSON e PETROVICH, 1998; GROSS e CANTERAS, 2012), ¢ essas
evidéncias, somadas a similaridades neuroquimicas (YAMAMOTO e al,
2005), sugerem que essas estruturas sejam compariveis entre aves e
mamiferos (REINER e al, 2004; JARVIS et al, 2005, REINER,
YAMAMOTO e KARTEN, 2005).

Em mamiferos, a amigdala medial tem um importante papel na
detecgio de pistas olfativas ambientais sobre predadores ou co-especificos.
Ratos expostos a0 odotr, ou a um gato, apresentaram um aumento de
células c-Fos+ na amigdala medial posteroventral em comparagdo aos
controles (DIELENBERG, HUNT ¢ MCGREGOR, 2001; MARTINEZ
¢t al., 2011). Em outro estudo, a administracio do fiarmaco ansiolitico
Midazolam (modulador alostérico positivo de receptores GABA,) foi
capaz de reduzir comportamentos de analise de risco, bem como a
expressio de c-Fos no MeA em ratos expostos ao odor de gato, porém,
sem afetar o numero de células c-Fos+ em outros distritos envolvidos em
comportamentos defensivos (eg PAG e distritos hipotalamicos)
(MCGREGOR ¢t al, 2004). Em contrapartida, hamsters (espécie nio
reportada) expostos a co-especificos dominantes, adotam posturas de
submissao e apresentaram aumento da expressio de mRNA para c-Fos na
amfgdala medial posterodorsal quando comparado a controles apenas

manipulados (KOLLACK-WALKER e# al., 1999).
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Até onde pudemos encontrar, ndo existem trabalhos relacionando
a amigdala medial de mamiferos ou o TnA das aves especificamente ao
comportamento de IT. Contudo, ¢ interessante notar que a contengio
manual de ratos aumentou a expressio de c-Fos na MeA (LINO-DE-
OLIVEIRA et al., 2001). Esse dado patece estar de acordo com o aumento
da expressio de c-Fos observada em pombos apés a manipulagio, e talvez
possa reforcar a idéia de comparabilidade entre estas estruturas em aves e
mamiferos quando a seu papel em circuitos defensivos.

De maneira semelhante, nido existem trabalhos mostrando o
envolvimento de outras regiGes da amigdala de mamiferos com a IT.
Entretando, ¢ importante mencionar que a amigdala lateral tem um papel
importante para a execucdo de respostas defensivas, tanto condicionadas
quanto nio-condicionadas (GRAEFF ez 4/, 1993; LEDOUX, 2003; BLAIR
et al, 2005, MARTINEZ ¢t al, 2011; GROSS e CANTERAS, 2012).
Lesbes da amigdala lateral (LA) impediram a aquisicio de freeging
condicionado por choque nas patas em ratos e também atenuaram as
respostas ao choque nio condicionado (BLAIR ez a/, 2005). Lesoes da LA
também foram capazes de diminuir sobressaltos causados por som em
ratos (HITCHCOCK e DAVIS, 1987). A amigdala lateral e basolateral
parecem ser compardveis ao nucleo posterior do Arcopallium da aves
(PoA) (REINER ef al., 2004). Neste sentido, o aumento da expressio de c-
Fos observado no PoA apds a manipulacio, pode fazer parte de circuitos
defensivos nio condicionados em pombos, comparaveis aos observados
em roedores, porém, nio envolvidos na expressio da I'T em pombos.

Nossos resultados também mostram um aumento do numero de
células c-Fost+ no nucleo intersticial da estria terminal. Este aumento,
apesar de presente na subdivisio lateral do nucleo (BSTn-I), s6 atingiu
significincia estatistica em sua subdivisaio medial (BSTn-m). Em
mamiferos, o BSTn-m, recebe proje¢oes dos nicleos da amigdala (com
excecdo do lateral) e do nicleo acessério do bulbo olfativo, e, por sua vez,
envia proje¢des para o nucleo préoptico medial e hipotilamo (DE
OLMOS e INGRAM, 1972; WELLER e SMITH, 1982; SIMERLY e
SWANSON, 1986), estando envolvido com comportamentos defensivos
condicionados e ndao condicionados (WALKER, TOUFEXIS ¢ DAVIS,

2003). De uma maneira geral, BSTn ¢ alvo de proje¢ées de neurdnios
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CRH+ do PVN e tem um papel importante em integrar estruturas limbicas
e autonomicas (CHOI e a/, 2007), uma vez que também ¢é dotado de
eferentes para regides do tronco encefalico responsaveis pelo controle de
funcbes cardiacas, respiratorias e da pressdo arterial (e.g. nicleo do trato
solitario, nucleo parabraquial e nucleo motor dorsal do nervo vago)
(HOLSTEGE, MEINERS e TAN, 1985; GRAY ¢ MAGNUSON, 1987,
MOGA, SAPER e GRAY, 1989), além de projecoes para a PAG ventral e
lateral (HOLSTEGE, MEINERS e TAN, 1985), também envolvidas com
componentes autonoémicos das respostas defensivas (WALKER e
CARRIVE, 2003).

O BSTn das aves parece ter caracteristicas embrioldgicas,
neuroquimicas e hodoldgicas que permitem estabelecer uma homologia
com o nucleo intersticial da estria terminal de mamiferos (ASTE ef af,
1998; REINER e¢f al., 2004; REAL et al., 2008). Contudo, o envolvimento
do BSTn das aves com comportamentos defensivos e respostas
autonomicas a estresses externoceptivos nio foi investigado.

Em mamiferos, foi mostrado que microinje¢ées de CRH no
BSTn-m causam um aumento da frequéncia cardiaca de ratos, bem como,
um aumento da FC durante a exposi¢io ao choque nas patas (NIJSEN ez
al., 2001). Em aves, um aumento da expressio de mRNA para c-Fos no
BSTn pode ser observado em galinhas submetidas a desafios osméticos e
cardiovasculares acompanhados de aumentos da FC (JACCOBY, KOIKE
e CORNETT, 1999). Ainda, estimulos dipsogénicos seguidos pela privacido
de 4gua em pombos também promoveram um aumento da expressio de
c-Fos no BSTn (DOS SANTOS et al, 2015). Portanto, estresses
interceptivos parecem associados 2 um aumento da atividade c-Fos no
BSTn tanto de aves, quanto mamiferos.

Até onde pudemos averiguar na literatura, o presente trabalho é o
primeiro a mostrar o aumento da expressio de c-Fos no BSTn
desencadeado por comportamentos defensivos ou estresse em aves.
Todavia, é possivel especular que o incremento de células c-Fos+
observado neste trabalho esteja associado com as  respostas
cardiovasculares apés a IT também apresentadas aqui. O grupo
manipulado também apresentou modificacdes da FC cardiaca,

independente da indugdo da imobilidade tonica. Uma vez que o aumento
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de células c-Fos+ pode ser observado apenas no grupo IT, parece
improvavel que a modulagao da FC observada por nés esteja diretamente
sob o controle do BSTn. Porém, ¢ importante mencionar que, em
roedores em repouso, a estimulagio do BSTn aumentou apenas a FC,
enquanto a sua estimulacdo em situacoes de estresse foi capaz de aumentar
a frequéncia e tonus vagal (aumento do intervalo PQ), sugerindo que as
repostas cardiovasculares podem ser diferentemente moduladas pelo BSTn
dependendo do contexto ou do extresse envolvido (NIJSEN e# a/., 2001).

5.3.4. Consideragdes finais

Em resumo, observamos um aumento da atividade neural,
determinada pelo acréscimo da expressio da proteina c-Fos apds a
manipulagdo ou inducdo de imobilidade tonica em diversas regides do
encéfalo do pombo. Ainda, fomos capazes de separar estruturas cuja
ativacdo foi dependente da indugdo da IT e estruturas que parecem
responder a estimulos ameacadores de uma maneira geral.

A inducio da imobilidade ténica provoca um aumento em regides
do complexo CGt/ICo que parece ser patticular da resposta de IT. De
uma maneira geral, o ICo (lateral ¢ medial), SGPd ¢ MLd apresentam um
aumento expressivo de nucleos c-Fos+ que ndo pode ser observado em
pombos apenas manipulados (Fig. 19 B, E). Também particular a indugio
da IT, foi o expressivo aumento observado em regiGes prosencefilicas,
especialmente o Arcopallium intermédio, area septal lateral e hipocampo
(Fig. 19 A-D).

Com relagio aos circuitos defensivos de mamiferos, estas areas
prosencefélicas (especialmente a amigdala), s@o responsaveis pela avaliagdo
e processamento da informagao sobre o contexto e o estimulo ameacador
(predador, agressio etc.), enviando essas informag¢oes descendentes para a
PAG, responsavel pela integracio motora e expressio do comportamento
defensivo apropriado (GRAEFF et al, 1993; GROSS e CANTERAS,
2012) .

Todavia, mesmo em mamiferos, a circuitaria prosencefélica
envolvida no controle da IT ndo é completamente conhecida. Ainda, a IT

parece ser um caso especial, pois estudos envolvendo lesGes destas areas
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prosencefilicas ndo impedem o aparecimento da IT tanto em aves quanto
em mamiferos, mas parecem aumentar sua duracdo (e.g. MASER, KLARA
e GALLUP, 1973; WOODRUEFF e BAILEY, 1979). Assim, a exptessio da
IT parece ser mediada pela ativagio de regides do complexo CGt/ICo,
mas a ativacdo de regides procencefilicas, bem como do MILd, poderia
fazer parte de outros processos envolvidos neste comportamento, tais
como, processamento de sinais sensorias que permitam a avaliagio do
ambiente durante a IT, ou ainda a processos de desativagdo neural ou
cognitivos associados ao estresse.

O fato da IT ser filogeneticamente conservada em vertebrados,
sugere que estes circuitos devam ser, pelo menos em parte, conservados
neste grupo. Sua presenca desde peixes até mamiferos, parece indicar que
pelo menos o atcabougo da circuitaria de inibi¢io comportamental da IT é
uma caracteristica plesiomorfica (isto é, primitiva) em vertebrados. Esta
possibilidade parece estar de acordo com o principio da parcimoénia, que
determina que durante a evolucio a hipétese mais simples, ou seja, a que
requer o menor numero de mudangas evolutivas deva ser a mais provavel.
Além disto, esta sugestio nio exclui a possibilidade da adi¢io, ao longo da
evolugio, de circuitos modulatérios, apomorficos (ou seja, recentes), e que
confeririam caracteristicas especificas para a IT em diferentes categorias
taxonomicas.

Finalmente, a detec¢do imunoistoquimica de c-Fos, apesar de uma
ferramenta interessante para este tipo de estudo, ndo possui uma resolucao
temporal adequada para discriminar com acuidade o papel das estruturas
encefélicas nas diferentes fases da IT (e.g. inducdo, duracdo ou término).
Além disso, nossos dados comportamentais e fisiolégicos sugerem que a
IT de pombos seja um comportamento heterogéneo, ou seja, diversos
processos encefilicos devem se modificar ao longo da duragio da IT.
Apesar de fornecer um mapa preliminar, embora importante, para guiar
estudos futuros de estimulacio/inbicio local de estruturas encefilicas e
seus consequéncias para a IT, estudos eletrofisiolégicos, com uma maior
resolugdo temporal, seriam necessdrios para substanciar os achados

neuroanatémicos aqui apresentados.
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6. CONCLUSOES

Este estudo fornece um panorama das catactetisticas
comportamentais da imobilidade tonica, bem como, uma descri¢do da sua
distribuicdo em uma coorte de pombos (C. /ivia). Também apresentamos
resultados sobre as modificagbes térmicas e cardiovasculares que
acompanham este comportamento nestas aves e uma avaliacio da
expressio de c-Fos em dreas encefalicas ap6s a indugao da IT em pombos.

A imobilidade ténica é um comportamento complexo, adaptativo
e que apresenta diferencas individuais expressivas em pombos. Este
comportamento ¢ composto por um continuum de mudangas sensoétio-
motoras, fisiolégicas e comportamentais sugestivas de uma gradual
desativacdo de processos centrais.

A IT esta associada a mudancas na atividade de regides do tronco
cerebral ¢ do prosencéfalo do pombo compardveis a tregiGes que em
mamiferos controlam comportamentos defensivos de uma maneira geral,
sugerindo algum grau de conservacio filogenética destes atributos em
vertebrados.

Pombos sio extremamente bem adaptados a ambientes
estressantes, em constante mudanga e com intensa presenga de ameagas. A
comparacdo dos circuitos defensivos presentes nesta espécie com 0s
apresentados por espécies menos tolerantes a este tipo de ambiente, pode
ajudar a revelar os fundamentos neurais que suportam diferentes
estratégias defensivas e que conferem a capacidade de colonizacdo de
ambientes urbanos e maior tolerancia a situacGes ameagadoras.

Além de estudos comparativos, estudos envolvendo estimulagio
e lesio de regides encefilicas mapeadas neste trabalho podem fornecer
evidéncias sobre o papel destas estruturas na expressiao da I'T em pombos.
Ainda, registros eletrofisioldgicos poderiam ser realizados para esclarecer
os processos de aparente desativagdo neural presente no comportamento
de IT.

Tais estudos poderiam ser valiosos para melhorar a compreensio
sobte os processos centrais que governam nao apenas a IT, mas, de uma
maneira geral comportamentos defensivos desta espécie especialmente
bem adaptada a vida urbana.
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