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RESUMO

Roedores adultos tratados com drogas antidepressivas apresentaram
efeitos em relacdo a estas drogas em testes que avaliam comportamentos
defensivos, estresse e neurogénese. Alteracdbes comportamentais e
neurogénicas também foram evidenciadas em aves, porém, em pombos
adultos, os comportamentos defensivos diante de situacdes aversivas e
potencialmente ameacadoras, distribuicdo de neurdnios hipocampais e suas
respostas a antidepressivos nao foi totalmente investigada. Quarenta e sete
pombos adultos foram alojados individualmente em nosso laboratério, apés um
periodo de adaptacdo de 7 dias os animais foram submetidos ao teste ADON
(Ambiente Desconhecido Objeto Novo; E1), marcando o primeiro dia de
experimento. Dividimos 0s animais em grupos experimentais de acordo com a
droga administrada, para os animais tratados com Fluoxetina (FLX), no 8° dia
do experimento os animais receberam uma injecdo (subcutanea, sc) de veiculo
(n=6) ou FLX nas doses de 2,5 mg/kg, n=6, ou 10 mg/kg, n=6) e 30 minutos
depois foram testados novamente no ADON (E2), no 9° ao 23° dias cada
animal recebeu uma injecdo de acordo com o seu grupo experimental. Para os
grupos tratados com Cetamina (CET), no 8° dia do experimento os animais
receberam injecéo (sc) de veiculo (n=8), ou CET (nas doses de 2,5 mg/kg, n=8
ou 10 mg/kg, n=8), e 30 minutos testados no ADON (E2). Do 9° ao 15° dia os
animais receberam uma injecdo de acordo com seu grupo experimental. Em
todos os grupos experimentais 24 horas ap0s a ultima injecado os animais foram
expostos ao ADON (E3), e 24 horas apés, ao teste de Imobilidade Tonica (IT).
Duas horas ap6és a teste de IT, os animais foram perfundidos transcordialmente
(PFA 4%) e tiveram os encéfalos retirados e seccionados em Vibratomo
(Vibratome®) e processados para deteccdo de células DCXir. O material foi
entdo analisado sob microscopio 6ptico (Olympus BH2) e documentado para a
contagem do numero de células imunorreativas. Como controle de tempo de
manipulacdo e de injecdo um grupo adicional de animais, ndo-injetados com
qualguer droga (CNT, n=8) foram submetidos também aos testes
comportamentais. Neste trabalho, observamos que a administracdo aguda ou
cronica de FLX e de CET afetam a expressao de comportamentos defensivos
em relacdo a estimulos estressantes provocados pela separacdo dos
congéneres seguida de exposicdo ao ADON. O tratamento cronico com FLX,
nas duas doses aumentou o comportamento de espiar em relacdo ao
tratamento agudo, sugerindo que a repeticdo do tratamento com FLX aumento
os efeitos desinibitérios sobre os comportamentos defensivos ativos. Em
relacdo a CET, seus efeitos agudos parecem ser essencialmente hipnéticos:
diminui a locomocéo e as diferencas no espiar antes e apés o ON aparentam
ter sido provocadas por uma diminuicdo neste comportamento em resposta ao
ON. Os comportamentos defensivos observados no ADON podem ter sido
provocados pelo estresse do procedimento experimental de um ambiente
desconhecido. O efeito “antidepressivo” retardado da FLX em comparagéo com
a CET pode ter causado as diferencas entre os tratamentos na neurogénese
pois observamos um aumento na neurogénese hipocampal dos animais
tratados com CET, o que néo ocorreu com a FLX.

Palavras-chave: Neurogénese, Comportamento Defensivo, Drogas
Antidepressivas, Fluoxetina, Cetamina, Columba Livia
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ABSTRACT

Adults rodents treated with antidepressant drugs showed neurogenic
effects and behavioral changes in tests that evaluate defensive behaviors to
stress stimuli. Behavioral and neurogenic changes were also observed in
birds, but in adult pigeons, defensive behavior in face of aversive and
potentially threatening situations and its response to antidepressants, as
well as the effects of the later on hippocampal neurogenesis has not been
established. Forty-seven adult pigeons were housed individually and, after
an acclimate period of 7 days, were submitted to UE+NO (Environment
Unknown-New Obiject) test (E1). The animals were then separated into
groups according to the drug administered, to the animals treated with
fluoxetine (FLX) on the 8th day of the experiment the animals received an
injection (subcutaneous, SC) vehicle (n = 6) at doses of or FLX 2.5 mg / kg,
n =6, or 10 mg / kg, n = 6) and 30 minutes later were retested in UE+NO
(E2), at 9 to 23 days, each animal received an injection in accordance with
their group experimental. For groups treated with CET on the 8th day of the
experiment the animals were injected (sc) vehicle (n = 8) and CET (in doses
of 25 mg / kg, n = 8 or 10 mg / kg, n = 8) and 30 minutes later tested in
UE+NO (E2). The 9th to the 15th day the animals were injected according to
their experimental group. In all experimental groups 24 hours after the last
injection the animals were exposed to UE+NO (E3) and 24 hours after, the
test of Tonic Immobility (TI). Was carried out two hours after IT test,
transcordial perfusion of animals (4% PFA), and their brains were removed
and sectioned into vibratome (Vibratome®) and processed for detection of
DCXir cells. The material was then analyzed under an optical microscope
(Olympus BH2) and documented for counting the number of immunoreactive
cells. As time control manipulation and injection an additional group of
animals, non-injected with any drug (CNT, n = 8) were also subjected to
behavioral tests. In this work, we observed that acute or chronic
administration of FLX and CET affected the expression of defensive
behaviors in relation to stressful stimuli caused by the separation of
congeners followed by exposure to UE+NO. Chronic treatment with FLX, in
both doses increased the peeping in relation to acute treatment, suggesting
that re-treatment with FLX increased the disinhibitory effects on assets
defensive behaviors. Regarding CET acute effects it appears to be
essentially hypnotics: decreases the mobility, and differences in peeping
before and after the ON appear to have been caused by a decrease in this
behavior in response to ON. Defensive behaviors observed in ADON may
have been caused by stress of the experimental procedure of an unknown
environment. The delayed effect "antidepressant” of FLX compared to the
antidepressants effect CET may account for the differences between
treatments in neurogenesis because we observed an increase in
hippocampal neurogenesis of animals treated with CET, but not with FLX.

Keywords: Neurogenesis, Defensive Behavior, Antidepressant Drugs,
Fluoxetine, Ketamine, Columba livia






LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Protocolo experimental usados nos experimentos...................... 31
Figura 2 — Imagens do animal em condi¢cdes experimentais....................... 35
Figura 3 — Fotomicrografia e desenho esquematico da regido quantificada e
fotomicrografia de células bipolares e multipolares...........cccovvvvviiiiiiceennnnn. 37
Figura 4 — Comportamentos durante as exposi¢oes (E1, E2 e E3) no grupo
experimental CNT .. ... e e e e e e e 39
Figura 5 — Comportamentos no tratamento agudo (E2) ao teste ADON nos
grupos experimentais VEI, FLX 2,5 e FLX
LOMIG/KG. ettt 42
Figura 6 — Comportamentos no tratamento cronico (E3) ao teste ADON nos
grupos experimentais VEI, FLX 2,5 e
(0 T 7 o TSP 43
Figura 7 — Duracdo, numero de tentativas e andlise de sobrevivéncia de
imobilidade ténica dos grupos FLX........uuuiiiiiiiiiiiie e 45
Figura 8 — Comportamentos no tratamento agudo (E2) ao teste ADON nos
grupos experimentais VEI, CET 2,5e CET 10...........ccoeiiirrriiiiviiiienn, a7
Figura 9 — Comportamentos no tratamento cronico (E3) ao teste ADON nos
grupos experimentais VEI, CET 2,5e CET 10...........ccoeiiiiriiiiiiiiieen, 48
Figura 10 — Duracdo, numero de tentativas e analise de sobrevivéncia de
imobilidade tonica dos grupoS CET........ccovviiiiiiiiiiiiiiiiee e 50

Figura 11 — Efeitos do tratamento cronico com FLX sobre o numero de
células DCX-ir N0 NIPOCAMPO......uuuuiiii i e e 51

Figura 12 — Efeitos do tratamento crénico com CET sobre o numero de
células DCX-ir N0 NIPOCAMPO......uuueiiiiiiee e 53






LISTA DE QUADROS

Quadro 1 — Catalogo de registros comportamentais






LISTA DE ABREVIATURAS

pm — Microméros

5-HT — 5-hidroxitriptamina; serotonina
8-OG-DPAT - 8-hidroxi-DPAT

AD — Ambiente desconhecido

ADON - Tesde de ambiente deconhecido e objeto novo
BrDU — 5-bromo-2-desoxiuridina

CET - Cetamina

CNT — Controle n&o-tratado

DCX — Doublecortina

DCX-ir — Células DCX imunoreativas

E1l — Primeira exposicao

E2 — Segunda exposicao

E3 — Terceira exposicao

FLX — Fluoxetina

GFAP — Proteina Fibrilar Glial Acida

HP — Hipocampo

HVC — Hyperstriatum Ventrale Pars Caudalis
IBRO — Associacdo mundial dedicada a pesquisa em neurociéncias
ICV- Intracerebroventricular

ISRS — Inibidores sletivos de recaptacéo de serotonina
IT — Imobilidade ténica

LL — Lamina lateral

LM — Lamina medial

NaCl — Cloreto de Sodio

NDR — Ndcleo dorsal da rafe

NeuN — Neuronal Nuclei

NMDA — N-metil-D-Aspartato

NMR — Nucle mediano da rafe

NPN — Neurogénese pos-natal

ON — Objeto novo

PAG — Subustancia cinzenta periaquedutal
PFA — Paraformaldeido

SC — Subcuténea

TR — Area triangular



UFSC - Universidade Federal de Santa Catarina
VEI - Veiculo

ZSG — Zona subgranular

ZSV — Zona subventricular






SUMARIO

INTRODUGAO ...ttt ettt ettt ste s 23
HIPOTESES E OBJETIVOS ... oot 34

00 R © ] o1 1=3 1Y/ 0 OO SPPPR 34

3 METODOLOGIA ..o e 35
3.1 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS.......oioii e 35
3.2 TESTES COMPORTAMENTALIS ..ot 39
3.2.1 Ambiente desconhecido e apresentagdo do objeto novo
(ADON ) .. ettt e e e e et — e e e e e e raaaeeea e 39
3.2.2 O catalogo comportamental e 0 método de registro e analise no
N I3 1 N 40
3.2.3 Imobilidade TONICA (IT) ..cceeiiiieeiie e e 43
3.3 PERFUSAO E METODOS HISTOLOGICOS......cccorviieirieieieieieneenn. 44
3.4 ANALISE DE DADOS .....cooviiiiiiieieeteeieeete et 46

4 RESULTADOS ...ttt e e e e e ee e e e e e e e eanes 48
4.1 O ADON: Efeitos da reexposi¢do ao ADON com os intervalos usados nos
experimentos com as drogas antidepressivas. ........cccovveeeeveveeiviiiiiiieeeeeeeeennns 48

4.2 O ADON: Efeitos da reexposi¢cdo ao ADON com os intervalos usados
nos experimentos com as drogas antidepressivas no grupo controle de
e PP 50

4.3 O ADON: Efeitos da reexposicdo ao ADON com os intervalos usados
nos experimentos com as drogas antidepressivas no grupo controle de

CET 50
4.4 Efeitos da administracdo aguda de FLX nos comportamentos
apresentados NO ADON: ... e e e e eeann 51
4.5 Aexposicao ao ADON: efeitos da administracéo crénica de FLX....... 54
4.6 Comparacédo entre os efeitos agudos (E2) e crbénicos (E3) da FLX 2.5
NG K e 55
4.7 Comparacéo entre os efeitos agudos (E2) e cronicos (E3) da FLX 10
NG K e 55
4.8 Aimobilidade tonica: efeitos da administracéo crénica de FLX........... 55
4.9 A exposicdo ao ADON: Descricdo qualitativa da primeira administracéo
de Cetamina (E2). ..o 56
4.10 A exposicdo ao ADON: efeitos da administracdo aguda (E2) de
(O] =1 0111 0 F- PP RSPPRPPR 58

4.11 A exposicao ao ADON: efeitos da administracéo crénica por 7 dias (E3)
(0 LSO =T 1] = P 59

4.12 Comparacédo entre os efeitos agudos (E2) e crbénicos (E3) da CET 2,5



0774 e S 62

4.15 Neurogénese hipocampal : efeitos da administracéo cronica de FLX. 63
4.16 Neurogénese hipocampal: efeitos da administracdo cronica de

LOF=1v= 10 ][ = VPR 65
5 DISCUSSAD ...ttt ettt e 68
6 (070N 0] I U 1Yo 1R 75
REFERENCIAS ...ttt ettt ettt e ste e ete e 77

ANEXOS . 91






23

1. INTRODUCAO

Na década de 1960, Joseph Altman (apud WALTON, 2012) foi o primeiro
a documentar a neurogénese pos-natal (NPN) no sistema nervoso central de
roedores. Contudo, a neurogénese pos-natal foi amplamente aceita apenas
duas décadas mais tarde, quando Fernando Nottebohm mostrou a existéncia
de neurogénese no prosencéfalo de aves adultas (WALTON, 2012). Mesmo
com a prova da existéncia de neurogénese em diferentes espécies de aves e
mamiferos, passaram-se 15 anos até que a neurogénese pos-natal fosse
reconhecida em humanos (ERIKSSON et al, 1998).

Nos mamiferos adultos, a producdo de neurdnios novos esta confinada
a duas areas do cérebro: Zona subventricular (ZSV) e Zona subgranular (ZSG)
no giro denteado do hipocampo. Neurdnios novos gerados em adultos surgem
a partir de células progenitoras da ZSG e migram para as camadas de células
granulares onde se diferenciam em neurdnios granulares (GOULD et al, 1999;
SANTARELLI, 2003). Além disto, estes novos neurbnios parecem se diferenciar
adquirindo caracteristicas morfologicas e fisiolégicas que sdo semelhantes as
células granulares de adultos. (HASTING e GOULD, 1999; VAN PRAAG et al,
2002, MALBERG e DUMAN, 2003).

Estas células sdo capazes de se integrar com circuitos funcionais do
hipocampo. Este fato foi evidenciado pelas suas respostas a estimulacdo e a
sua capacidade de estender projecbes axonais para areas alvos apropriadas
(GOULD e GROSSI, 2002; SANTARELLI, 2003). Em particular, o nascimento e
a integracdo funcional de novos neurdnios no giro denteado do hipocampo
durante a vida adulta é altamente modulada por fatores intrinsecos e
ambientais. A exposi¢cado cronica ao estresse e a glicocorticoides prejudica a
neurogénese (GOULD et al, 1992; RODRIGUEZ et al, 1998; WETSPHAL et al,
2013) enquanto que o tratamento com antidepressivos a favorece
(SANTARELLI, 2003). Estudos mostram que o tratamento crénico com
antidepressivos (Fluoxetina) aumenta a neurogénese hipocampal em modelos
animais de depressao (MADSEN et al, 2000; SCOTT et al, 2000).

Assim, alguns estudos descobriram que diversos medicamentos que

diminuem a depressdo e ansiedade também aumentam a neurogénese
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(MILLER & HEN, 2015). No entanto, este fato foi desafiado quando varios
grupos ndo conseguiram encontrar um aumento na neurogénese em ratos e
camundongos tratados com fluoxetina (HOLICK et al, 2008; HUANG et al,
2008; COWEN et al, 2008). Acompanhando estes estudos, observou-se que a
capacidade da fluoxetina para aumentar a neurogénese é dependente do
estresse (HUANG & HERBERT, 2006; MILLER et al, 2008; ALAHMED &
HERBERT, 2008; DAVID et al, 2009; MILLER & HEN, 2015).

Neurbnios recém-nascidos no giro denteado de adulto expressam
marcacao de Doublecortina (DCX) em dendritos, levantando a hipétese de que
a expressdo de DCX de neurbnios em diferenciacdo esta ligada com o
desenvolvimento e maturacdo da arvore dendritica, que também apdia a
sugestdo de um possivel papel no processo de diferenciacdo, alongamento e
manutencdo (COHEN et al, 2008). A DCX € uma proteina associada aos
microtibulos que tem forte expressdo em células pds-mitéticas em
diferenciacdo e é importante para a sua migracdo radial, controlando o
processo de polimerizacdo e estabilizacdo do citoesqueleto, desempenhando
um papel chave no posicionamento final dos neurénios novos (BOSERET et al,
2007; CAIA et al, 2009). Durante o desenvolvimento, a DCX & amplamente
expressa no encéfalo do embrido e sua expressdo é bastante reduzida nos
primeiros dias apds o nascimento. Contudo, uma expressao reduzida da DCX
persiste no encéfalo durante a idade adulta, promovendo, além da migracéo de
novas células, o crescimento de processos e extremidades de neurdnios ja
maduros (FRIOCOURT et al, 2003; REINER et al, 2006).

A neurogénese em mamiferos adultos (especialmente em roedores)
parece ser modulada pela atividade de neurbnios serotoninérgicos. O sistema
serotonérgico € composto por um pequeno numero de neurbnios que nascem
nas regides ventrais do cérebro posterior (DENERIS e WYLER, 2012). No
sistema nervoso adulto, os neurdnios serotonérgicos (5-HT, 5-hidroxitriptamina)
estdo localizados no nucleo da rafe e se restringem a placa basal do
mesencéfalo, ponte e medula (DAHLSTROM e FUXE, 1964). Neurbnios 5-
HTérgicos localizados nos nucleos da rafe rostral, tais como o nucleo dorsal da
rafe (NDR) e o nucleo mediano da rafe (NMR), ddo origem a maioria das fibras

ascendentes serotoninérgicas na parte frontal do cérebro, incluindo o cortex
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cerebral, o sistema limbico e ganglios basais (JACOBS e AZMITIA, 1992). Os
neurdnios serotoninérgicos inervam estruturas limbicas do cérebro anterior e
podem ser ativados por estimulos condicionados, fatores neuroquimicos e
ambientais (DEAKIN E GRAEEF, 1991).

O transportador de 5-HT esta localizado tanto na por¢cdo terminal do
axonio, quanto no corpo do neurdnio. A atividade do neurénio serotoninérgico é
regulada por alguns receptores e pelo transportador. Para regular a
estimulacdo do neurbnio e a liberacdo da serotonina, varios mecanismos de
feedback agem (OLIVIER e OORSCHOT, 2005; SILVA e ANDRADE, 2007). Em
um destes mecanismos 0s transportadores serotonérgicos trazem a serotonina
de volta por um mecanismo de captacdo. Esse processo, denominado
recaptacdo de serotonina, € a forma que a célula utiliza para voltar a sua
condicdo de repouso, tornando-se capaz de ser estimulada de novo, e
evitando a super-estimulacdo dos receptores (DAHL, 2002; OLIVIER e
OORSCHOT, 2005; SILVA e ANDRADE, 2007).

Os farmacos conhecidos como Inibidores Seletivos de Recaptacdo de
Serotonina (ISRS) pertencem a uma classe de medicamentos utilizados para o
tratamento de uma série de patologias relacionadas a fisiologia do
neurotransmissor serotonina (SILVA e ANDRADE, 2007). Os ISRS atuam no
neurdnio pré-sinaptico inibindo a recaptacdo desse neurotransmissor. (MYCEK
e HARVEY, 1998; SERRETTI e ARTIOLI, 2004). Estudos recentes em animais
sugerem também que o0s tratamentos com antidepressivos aumentam a
conectividade sinaptica no cérebro (SAIRANEN et al, 2006). No rato tratado
com ISRS fluoxetina (FLX), a conectividade neuronal no hipocampo e cortex
frontal se elevou com o aumento da formacdo da espinha dendritica, sinapses
e a densidade de ax6nios serotoninérgicos, respectivamente (HAJSZAN et al,
2005; ZHOU et al, 2006). O tratamento cronico com antidepressivos aumenta a
neurogénese na ZGS do giro denteado e na ZSV dos roedores jovens adultos.
A administracdo crbénica de FLX aumenta a neurogénese no giro denteado do
hipocampo, no hipotdlamo e habenula (SACHS E CARON, 2014). Em
contraste, o aumento da neurogénese na ZSV de roedores adulto ndo é
observado pelos tratamentos de FLX por 3-4 semanas, mas a administracéo de

FLX por 46 semanas afeta negativamente a neurogénese (OHIRA et al, 2011).
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Adicionalmente a FLX inverte o estado de maturidade estabelecido de células
granulares no hipocampo adulto (OHIRA et al, 2013). Camundongos nocaute
que praticamente ndo possuem neurogénese, respondem a administracdo
cronica de fluoxetina (JEDYNACK et al, 2014).

A FLX, semelhante a outros ISRS, bloqueia a bomba de captacéo
neuronal da 5HT, causando aumento nos niveis extracelulares de 5-HT no
nucleo dorsal da rafe e no cortex frontal. Estes niveis elevados de 5-HT
extracelular agem através do receptor 5HT1A e 5HT1B diminuindo a sintese
de 5HT, bem como inibindo os disparos de neurdnios serotoninérgicos
(MALAGIE et al, 1995; INVERNIZZI et al, 1996; SPERRY et al, 2003). A FLX
tem capacidade de alterar o estado das células granulares do giro denteado do
hipocampo. O tratamento crénico pode reverter drasticamente o estado
estabelecido de maturacdo neuronal no hipocampo adulto em um processo
chamado dematuracdo (OHIRA e MIRAKAYA, 2011). Tratamento crénico com
antidepressivos aumenta a neurogénese na ZSG do giro denteado e na ZSV de
roedores jovens adultos (NASRALLAH et al, 2010; COUILLARD-DESPRES et
al, 2009).

Uma outra droga com acao antidepressiva importante € a Cetamina
(CET, [2 (-0 clorofenil) -2 (metilamino) ciclo-hexanona]). Ela foi sintetizada em
1962 por Calvin Stevens. E uma droga caracterizada por induzir anestesia na
interrupcdo do fluxo de informagdes para o cértex sensitivo, deprimindo
seletivamente alguns centros cerebrais (BOOTH, 1992; THURMON et al,
1996). Usada para fins anestésicos com efeito hipnético em animais, é também
conhecida como medicamento de uso humano com efeitos psicotropicos
(LANKENAUS e CLAATS, 2002, JANSEN, 2001). A CET foi usada
primeiramente para fins de anestesia, pois deprime a respiracdo bem menos
que a maioria dos anestésicos disponiveis na época. Nos anos 1970, alguns
pacientes comecaram a reportar visdes involuntarias sob seus efeitos
(JANSEN, 2001; WEIL e ROSEN, 1983). A CET também tem uso veterinario,
como um anestésico para inUmeras espécies de aves (principalmente as de
rapina; SALERNO e VAN THIENHOVEN, 1975; BORZIO, 1973). Geralmente
uma dose de 15 a 20 mg/kg administrada por via intramuscular € suficiente

para produzir catalepsia em pombos (Columba livia), porém injecdes de CET
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(400 mg/kg) ndo produziram anestesia (BREE e GROSS, 1969). Entretanto, em
periquitos, 10 mg/kg de CET produziu relaxamento muscular e a dose letal foi
de 460 mg/kg (MANDELKER, 1973).

Efeitos de diferentes doses de CET (30, 60, 90 e 120 mg/kg) foram
verificadas por medidas eletroencefalograficas, eletrocardiograma, de
frequéncia respiratéria e do volume corrente em galinhas adultas (SALERMO e
VAN THIENHOVEN, 1975) e indicaram que estes animais respondiam a
manipulacdo experimental mesmo apés a administracdo da droga, além de
apresentarem leve depressao respiratoria, concluindo que a utilizacdo de CET
como um anestésico para galinhas é questionavel. Bree e Groos (1969)
injetaram diferentes doses de pentobarbital e CET em pombos e avaliaram o
tempo e os efeitos da associacédo dessas drogas e concluiram que em pombos,
a CET isolada ndo produz um estado de anestesia, mesmo quando usado em
doses de 400 mg/kg. Os resultados destes experimentos confirmam a
praticabilidade da injecdo parenteral de drogas em combinacéo para producao
de anestesia em pombos (Columba livia). O efeito cataléptico produzido por
uma grande dose de CET (500mg/kg) ndo foi suficiente para impedir o
movimento indesejavel em pombos (BREE e GROSS, 1969). Ao administrar
CET com Pentobarbital em pombos (Columba livia) para verificar o efeito
anestésico da associacdo dessas drogas, foi demonstrado que a CET é um
excelente anestésico em macacos, ao passo que em pombos, as doses de 25-
400 mg/kg, produziram apenas catalepsia. Por outro lado a administracdo de
500 mg/kg de CET produziu efeito letal (BREE e GROSS, 1969).

A fenciclidina e CET tém efeitos semelhantes ao pentobarbital na
atenuacdo do comportamento suprimido, apesar de serem menos eficazes do
que pentobarbital (WENGER, 1980; CHAIT e MCMILLIAN, 1979; WENGER,
1974 e CHAIR et al, 1981). Estes compostos podem ser capazes de atenuar a
comportamentos produzidos por estimulos elétricos e tem atividade
qualitativamente semelhante & de pentobarbital no controle por programacéo
de resposta suprimida pela apresentacdo de choque elétrico. Pentobarbital,
anfetamina e CET, foram administradas em diferentes doses para avaliar o
efeito em comportamento punido utilizando-se do teste de intervalo multiplo em

gue cada resposta foi punida com choques elétricos, e observou-se que a partir
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destes e de outros resultados relatados pode-se concluir que a CET afeta o
comportamento controlado de maneiras e caracteristicas diferentes
(BRANDAO et al, 1980).

A CET é um antagonista ndo competitivo de receptor de glutamato do
subtipo NMDA, que funciona nos canais dependentes de voltagem (HIROTA e
LAMBERT, 1996). Estudos clinicos sugerem que a administracdo aguda de
CET melhoram os sintomas depressivos em pacientes que sofrem de
depressdo maior resistentes aos farmacos antidepressivos normais (ZARATE
et al, 2006; BERMAN et al, 2000). Além disso, estudos pré-clinicos
demonstraram também que a CET induz efeitos ansioliticos e do tipo
antidepressivo em roedores submetidos a modelos animais de ansiedade e
depressédo (SILVESTRE et al, 1997; KOS et al, 2006). De acordo com estes
resultados, foi demonstrado (ASSIS et al, 2009) que a administracdo aguda e
cronica de cetamina diminuiu o tempo de imobilidade no teste de natacdo
forcada (GARCIA et al, 2008).

A NPN adulta pode estar envolvida em comportamentos relacionados a
defesa e pode desempenhar um papel importante na regulacdo de estados
afetivos em ratos transgénicos (REVEST et al, 2009). Comportamentos
defensivos sdo respostas relacionadas a ansiedade, panico e comportamentos
afetivos (ANDRADE et al, 2013). Os primeiros estudos sobre a neurogénese
hipocampal também revelaram uma correlacéo entre a taxa de neurogénese e
estado emocional, com o aumento da neurogénese sendo observada em
animais tratados com antidepressivo e diminuicdo da neurogénese em animais
submetidos a estimulos estressores (KEMPERMANN et al, 1997). Esta
estrutura tem um papel importante na regulacdo dos estados afetivos e tem
sido particularmente associadas com a modulagédo da ansiedade (MACLEAN,
1949).

Para determinar o nivel de relacdo da neurogénese com estados
afetivos, Revest et al (2009) estudaram os comportamentos relacionados com
a ansiedade usando varios testes comportamentais (DULAWA et al, 1999;
RODGERS e JOHNSON, 1995) mostrando que um déficit de neurogénese
aumenta comportamentos relacionados a ansiedade. Em contraste, a inibicdo

da neurogénese ndo modifica comportamentos que estdo relacionados a
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depressdo. Estes resultados destacam o papel da NPN em adultos nos
comportamentos relacionados a ansiedade (REVEST et al, 2009). Em
conclusdo, o déficit da neurogénese no hipocampo leva ao aumento em
comportamentos relacionados com a ansiedade. Estes resultados reforcam a
hipétese de que a neurogénese adulta representa um exemplo Unico da
plasticidade estrutural que desempenha um papel fundamental, tanto na
fisiologia quanto na fisiopatologia do hipocampo (REVEST et al, 2009).

A NPN em aves foi descrita pela primeira vez no Hyperstriatum Ventrale
Pars Caudalis (HVC), um nucleo telencefalico do cérebro de canarios adultos
conhecido por desempenhar um papel na aprendizagem do canto (GOLDMAN
e NOTTEBOHM, 1983; NOTTEBOHN, 1976). Relatérios posteriores
demonstraram neurogénese adulta em outras espécies de aves: periquitos
(Melopsittacusundulatus), pombas (Streptopelia risoria), codornas (Coturnix
japonica), e frango (Gallusdomesticus) (NOTTEBOHN, 1985; NOTTEBOHN
1981). A NPN em aves foi estudada em detalhes em uma espécie de ave
canora: o canario (Serinus canaria) (ALVAREZ-BUYLLA, 1990; NOTTEBOHN,
1985). Neurbnios nascidos na idade adulta podem ser vistos em algumas
regibes do telencéfalo, incluindo hiperstriatum, nidopalio, endopalio, estriado
medial e o hipocampo. Essas é&reas do cérebro apresentam diferencas
regionais evidentes em sua capacidade neurogénica. Por exemplo, ha um
namero relativamente grande de novos neurdnios no estriado medial e no
nidopallium caudolateral, mas relativamente poucos no Nidopallium (MELLEU
et al, 2013).

Assim estudar a NPN em aves pode ter relevancia também devido a
expressiva neurogénese pos-natal presente nesses animais. Até onde se pode
observar nos grupos de aves estudadas, a NPN € mais ampla em quantidade e
mais variada nas vias migratérias e posicionamento final de neurdnios novos
(GARCIA-VERDUGO et al, 2002; KIM et al, 2006; BOSERET et al, 2007). Além
disso, aves parecem ser especialmente sensiveis a regulacdo da neurogénese
pelo ambiente, apresentando altera¢des na quantidade de células formadas em
resposta as tarefas impostas pelo ambiente (ex: procurar e esconder alimentos
e navegacdo) e a sazonalidade (SANDANANDA, 2004). Outro motivo

importante para estudar NPN e sua regulacdo est4d concentrado em


javascript:void(0);
javascript:void(0);

30

passeriformes Oscinos. A neurogénese em Oscinos € econtrada em areas
relevantes para o controle do canto, ou seja, um carater taxa-especifico
presente apenas nessa familia. E de consenso entre taxonomistas que 0s
Passeriformes em geral representam a ordem mais recente, derivada e
apomorfica de Neornithes (aves modernas; LIVEZEY e ZUSI, 2007). A
investigacdo de caracteres regulatérios da NPN que sejam conservados
filogeneticamente (e relevantes para a classe em particular ou para os
vetebrados em geral) deve, portanto, ser realizada em ordens menos derivadas

de Aves.

A NPN no telencéfalo de aves pode ser um atributo conservado entre
espécies aviarias independentes de qualquer outra caracteristica selecionada
(LING et al, 1997, apud MELLEU et al, 2013). Além de serem temas comuns
nos laboratérios de neurociéncia, pombos (Columba livia) sdo encontrados em
todo o mundo e dotado de excelente véo, migracdo, memadria de navegacéao, e
aprendizagem e habilidades cognitivas, que tém sido extensivamente estudada
a partir de diferentes perspectivas neuroanatbmicos, neuroquimicos e
comportamentais (SOUZA et al, 2009; WATANABE et al, 1995; WALLGRAFF,
2005, MELLEU et al, 2013). Nosso laboratério recentemente identificou os “hot-
spots” neurogénicos e a localizagdo de neurdnios novos em diversos distritos
prosencefalicos em pombos domésticos (Columba livia, Columbiformes), por
meio de estudos imunoistoquimicos para o BrDU, NeuN e doublecortina
(MELLEU et al, 2013). Melleu et al (2013) observaram que algumas regides do
cérebro do pombo continham células predominantemente pequenas, bipolar e
fusiforme com marcacdo de DCX ao passo que outras regides foram
preenchidas com células DCX multipolares, poligonais e grandes, com bastante

ramificacdes, como processos dendriticos.

No estudo de Melleu et al (2013), a zona proliferativa do Hipocampo
(Hp), foi muito menos exuberante do que a da zona ventricular e apareceu para
dar origem a células migratérias que se instalaram no nucleo (regiéo triangular)
e da camada média do Hp. As concentragfes mais elevadas de células DCX
parenquimatosas e as fibras foram observadas no striatum dorsal do pombo
seguido pela nidopallium caudo lateral. A inspecédo cuidadosa para co-

localizacéo observada entre DCX e NeuN ou GFAP nestas areas ndo revelou
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qualquer sobreposicao celular. Estes resultados suportam a hipotese de que a
"migracao” no estriado e estrutura pallial do pombo adulto envolveu neurdénios
imaturos, possivelmente na rota para a sua localizacédo final. Estes dados
reforcam a nocdo de que a ocorréncia de uma intensa remodelacdo continua
destes circuitos pode basear-se, pelo menos parcialmente, na incorporacao de
novos neurdnios (MELLEU et al, 2013).

Os pombos podem ser bons animais para esse tipo de estudo, uma vez
gue ndo sofreram tanta acdo de selecdo artificial (em direcdo a engorda ou
oviposicdo) quanto Galiformes, e nem sédo tdo especializados quanto Oscinos.
Os comportamentos defensivos dos pombos sao pouco estudados, mas
existem evidéncias de que, assim como em outros vertebrados (DEAKIN e
GRAEFF, 1991), eles parecem ser modulados por circuitos serotoninérgicos
(e.g. GRAEF e SCHOENFELDT, 1970; LEONE et al, 1983; KOEK et al, 1998).

Por exemplo, em um esquema de condicionamento operante, 0S
antagonistas de receptores serotoninérgicos (e.g. metisergida) aumentam o
namero de repostas dos pombos (bicadas) que eram suprimidas por puni¢cao
(chogues no pubis), mas ndo o numero de respostas nao-punidas (e.qg.
GRAEFF e SCHOENFELDT, 1970). Este trabalho foi um dos primeiros a indicar
que a serotonina (5-HT) poderia estar envolvida na regulacdo do medo e da

ansiedade em vertebrados em geral.

Por outro lado, 0s mecanismos relacionados ao controle de
comportamentos defensivos nédo-condicionados em aves em geral (e em
pombos, em particular) sdo pouco conhecidos. Aves apresentam padrées de
comportamentos defensivos aparentemente semelhantes aos de mamiferos
quando expostas a predadores ou novidades Vvisuais, ambientes
desconhecidos, quando sédo separadas de seu grupo familiar (JONES e
WADDINGTON, 1992; JONES, 1996; HAZARD et al, 2008; CALANDREAU et
al, 2011). Em nosso laboratério, observamos que pombos separados de seus
co-especificos e expostos a um ambiente nao-familiar apresentam intensos
movimentos balisticos de cabeca (Peeping ou peering) que, com o0 tempo, se
tornam movimentos angulares cada vez menos amplos até atingir a imobilidade
(DE SOUZA et al, 2009). Embora guarde semelhanca com o comportamento de

avaliacao de risco apresentado por roedores (e.g. CAROBREZ e BERTOGLIO,
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2005), o padrédo de comportamento exibido pelos pombos em um ambiente
desconhecido nao foi afetado pelo diazepam (DE SOUZA et al, 2009). Assim
ficou indeterminado se o0s movimentos balisticos da cabeca do pombo

representam uma resposta inata de defesa resistente a benzodiazepinicos.

Neste trabalho, examinamos a participacédo da 5-HT na regulacéo destes
comportamentos estimulados pela novidade. Além disso, a 5-HT afeta a NPN
em paralelo aos comportamentos de defesa e as respostas de estresse em
roedores (PETRIK et al, 2012, BLAZEVIC et al, 2012). Sendo assim, uma
investigacao dos efeitos ambientais sobre a neurogénese e os comportamentos
defensivos em pombos pode contribuir para a melhor compreensao da
regulacdo destes fendbmenos, ndo apenas para as aves, mas também para o

melhor entendimento desses processos nos demais vertebrados.

Um comportamento defensivo particularmente extremo, presente em
diversos vertebrados e relevante para o presente trabalho, é a Imobilidade
Tonica (IT). A IT é uma resposta defensiva inata caracterizada por um estado
reversivel de profunda inibicdo comportamental, acompanhada de alterac6es
cardiovasculares, hormonais e de temperatura corporal (GALLUP e RAGER,
1996; VIEIRA, 2011). A imobilidade ou inibigdo comportamental defensiva inclui
a imobilidade (ou “freezing”), observada em roedores como resposta inicial, a
estimulo (predador) distante, detectado pela presa antes que a mesma tenha
sido detectada. Ratos (Rattusnorvegicus) expostos ao gato (Feliscatus) exibem
uma resposta aumentada de freezing (CANTERAS e GOTO, 1999;
BLANCHARD et al, 1977). Em condicdes de laboratério, a IT pode ser
produzida por breve contencéo fisica do animal com o dorso voltado para baixo
(GALLUP e RAGER, 1996), e € comumente usada como modelo farmacologico
para deteccdo de drogas ansioliticas em porquinhos-da-india (Caviaporcellos)
e coelhos (Oryctolagussp.) (KLEMM, 1990; OLSEN, 2002). Estudos sobre os
mecanismos centrais de controle da IT mostraram que grupos de
interneurdnios da formacdao reticular bulbar parecem influenciar neurénios 5-HT
(KLEMM, 1971). Da mesma forma que ocorre com o0 controle de outros
comportamentos defensivos, o hipotdlamo (CARLI, 1971), a amigdala
(GRAEFF, 1990) e principalmente a substancia cinzenta periaqueductal (PAG)

também parecem ter um papel fundamental no controle desse comportamento
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(VIEIRA et al, 2011; COUTINHO e MENESCAL-DE-OLIVEIRA, 2010;
COUTINHO et al, 2008; MONASSI e MENESCAL-DE-OLIVEIRA, 2004,
MONASSI et al, 1999).

Aves apresentam intensa IT. Por exemplo, galinhas (Gallusgallus)
contidas manualmente apresentam episédios de IT de até uma hora de
duracdo (HICKS, 1976). Mills e Faure (1991) foram capazes de selecionar
codornas (Coturnix coturnix japonica) artificialmente quanto a duracéo da IT em
duas linhagens, uma com curta duracdo e outra com longa duracdo. Efeitos
semelhantes de selecdo artificial relacionados a IT também foram reportados
em galinhas, ratos e camundongos (GALLUP e RAGER, 1996). Além do
componente genético, fatores neuroquimicos e hormonais parecem influenciar
a IT tanto em mamiferos quanto em aves. Por exemplo, injecdes sistémicas de
8-OH-DPAT (agonista de receptores serotonérgicos 5-HT1A) ou de
fenfluramina (aumenta liberacdo de serotonina) foram capazes de diminuir a
duracéo da imobilidade ténica em cobaias (OLSEN, 2002). O mesmo efeito foi
observado em galinhas que receberam inje¢cdes ICV de 5-HT (MASER et al,
1975). Em contrapartida, a administracdo crénica de FLX (inibidor seletivo da
recaptacéo de serotonina) aumenta o comportamento de IT (OLSEN, 2002). Os
sistemas dopaminérgicos e noradrenérgicos controlam aspectos motores da IT
(KLEMM, 1990). Dados do nosso laboratdrio mostraram que pombos adultos

submetidos a contencdo manual apresentam IT (MELLEU et al, 2011a).

Pombos domésticos constituem uma espécie comumente utilizada em
laboratérios de neurociéncias e sdo objeto de inumeros estudos
comportamentais, neuroquimicos e neuroanatdomicos (e.g., BINGMAN et al,
2006; MEHLHORN e REHKAMPER, 2009; NAKAMURA et al, 2011; REINER et
al, 2004; DE SOUZA et al, 2009). Estes animais apresentam uma forte
resposta de imobilidade tbnica conforme constatado em nosso laboratério
(MELLEU et al, 2011a; MELLEU et al, 2011b). Todavia, uma avaliacédo
sistematica da expressdo de comportamentos defensivos ainda néo foi
realizada em pombos, uma espécie muito bem adaptada ao ambiente urbano
onde estes animais exibem poucas manifestacbes aparentes de fuga e
esquiva, mesmo com a intensa proximidade de humanos e animais domésticos

considerados possiveis predadores. Em face, da sua importancia como
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potencial ameaca a saude e patrimonio em ambientes urbanos, inclusive como
fator de risco de acidentes aéreos em aeroportos (CLEARY e DOLBEER,
2005), um melhor conhecimento sobre os comportamentos de defesa e de
seus circuitos cerebrais subjacentes pode ser importante para compreender o
processo evolutivo da espécie. Além disso, a investigacdo dos circuitos
implicados na expressdo de comportamentos defensivos inatos em pombos,
pode responder diversas perguntas sobre estruturas encefélicas de aves e
sobre a evolucdo dessas estruturas e da propria histéria natural do

comportamento de imobilidade tdnica.

2. HIPOTESES E OBJETIVOS
Este trabalho examinou a regulacdo comportamental de pombos

(Columba livia) adultos, orientando-se pelas hipoteses de que:

» O tratamento agudo e cronico dos animais com fluoxetina e cetamina

altera comportamentos defensivos em pombos;

» O tratamento crénico com drogas de acdo antidepressiva aumenta a

neurogénese pés-natal hipocampal em pombos.

2.1. Objetivos

*Descrever os efeitos agudos e cronicos do tratamento com Fluoxetina
(FLX, um inibidor seletivo da recaptacdo de serotonina) na expressao
de comportamentos defensivos de animais separado de seus
congéneres e expostos a um ambiente e um objeto desconhecidos, na
imobilidade tdnica provocada por contencao breve, e na neurogénese

hipocampal.

e Descrever os efeitos agudos e crénicos do tratamento com Cetamina
(CET, um antagonista nao-competitivo de receptores NMDA) na
expressdo de comportamentos defensivos de animais separado de
seus congéneres e expostos a um ambiente e um objeto
desconhecidos, na imobilidade ténica provocada por contencéo breve,

€ na neurogénese hipocampal.
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3. METODOLOGIA

Todos os protocolos e procedimentos abaixo descritos foram aprovados
pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de
Santa Catarina, UFSC (CEUA/UFSC protocolo n® 117/CEUA/PRPe/2008 e n°
23080.037851/2010-41).

3.1 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Quarenta e sete animais oriundos do biotério central da Universidade
Federal de Santa Catarina (ambos o0s sexos, em idade reprodutiva e com peso
corporal de 350-400g) foram alojados em condi¢cdes padrao no biotério setorial
do Laboratério de Neurofisiologia Comparada (temperatura entre 22-24°C e
ciclo claro-escuro de 12:12 horas; luzes acesas as 7 horas) em gaiolas
individuais (50 cm x 50 cm x 50 cm) com contato visual entre seus vizinhos,
contendo um poleiro, assoalho forrado com jornal e agua filtrada, areia com
farinha de casca de ostra e alimento granulado para aves (formulacdo para
aves em crescimento, da SUPRA Ltda, Itajai, SC) ad libitum. Trés vezes por
semana era efetuado a higienizacdo das gaiolas, trocado forro de jornal e

reposicao de comedouros e bebedouros.

Apds, um minimo de 7 dias de adaptacdo as condi¢cdes do laboratério,
os animais foram retirados individualmente de seus ambientes e submetidos ao
teste comportamental Ambiente Desconhecido Objeto Novo (ADON), para
determinacdo dos valores basais de comportamento exploratério antes do
inicio do tratamento (estabelecido como o primeiro dia do experimento). Os
comportamentos medidos no AD ndao se modificam com a re-exposi¢do (DE
SOUZA et al, 2009; resultados do presente trabalho, ver adiante), assim, a
tomada de valores basais serve como controle dos valores experimentais de
cada animal. Durante a primeira semana apos este teste, foi determinado o
consumo basal de agua e comida de cada um dos animais. Para os animais
tratados com Fluoxetina (FLX, Sigma—Aldrich Inc., St Louis, USA), no oitavo dia

do experimento os animais receberam uma injecdo (subcutanea, sc) de veiculo



36

(grupo VEI; 0.85 % NaCl estéril e livre de pirogénios, n=6) ou FLX nas doses
de 2,5 mg/kg (grupo FLX2,5; n=6) ou 10 mg/kg (grupo FLX10; n=6), e 30
minutos depois foram novamente testados no ADON. Do 9° ao 23° dia 0s
animais receberam uma injecao (sc) diaria de salina (0.85 % NaCl estéril e livre
de pirogénios, nos mesmos 6 animais que receberam salina no experimento
agudo), FLX 2,5 mg/kg (n=8), FLX 10 mg/kg (n=8), Vinte quatro horas apés a
dltima injecdo os animais foram expostos ao ADON (figura 1A), e 24 horas
apos, ao teste de Imobilidade Toénica (IT). O protocolo de 14 dias de
tratamento e reexposicdes ao teste foi baseado nos estudos de Mezadri et al
(2011) que mostram que ratos Wistar apresentaram respostas antidepressivas
ao teste de nado forcado, ou seja, duas semanas de tratamento com FLX
(2,5mg/Kg) diminuiu o tempo gasto na imobilidade e aumentou o tempo de
natacdo nestes animais somente na reexposicdo ao teste (MEZADRI et al,
2011). As doses selecionadas nos nossos experimentos (2,5 mg/Kg e 10

mg/Kg) foram avaliadas previamente em nosso laboratorio.

Como controle de tempo de manipulacdo e de injecdo um grupo
adicional de animais, nao-injetados com qualquer droga (n=8) foram
submetidos também aos testes comportamentais, grupo naive, denominado de
controle ndo-tratado (CNT). Duas horas apds a teste de IT, os animais foram
sacrificados por meio de perfusédo transcordial (PFA 4%) e tiveram os encéfalos
retirados, seccionados e processados por imunoistoquimica para deteccao de
DCX. Os experimentos com a Fluoxetina foram parcialmente realizados por
Fernando Melleu (Doutorando da PGNeurociéncias, UFSC) e pela Profa.
Claudia Centurion, (da Faculdade de Medicina da Universidade do Paraguai),
gue esteve em estagio no laboratério de setembro a dezembro de 2010, em
intercambio cientifico de 3 meses com financiamento IBRO (PROLAB-IBRO-
LARC-SupporttoPromoteCollaboration-2010). Estes colaboradores realizaram
0os testes comportamentais, a perfusdo e a microtomia dos cérebros dos
animais tratados cronicamente com a FLX. Assim, demos continuidade a este
projeto realizando os procedimentos imunohistoquimicos, as descrigbes/
quantificacdes anatdbmicas, a decodificacdo dos comportamentos, a partir dos
videos dos experimentos e as andlises qualitativas e quantitativa dos dados

comportamentais e imunoistoquimicos.
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Para os animais tratados com Cetamina (CET, Syntec, Cotia, SP), no
oitavo dia do experimento 0s animais receberam injecao (sc) de salina (0.85 %
NaCl estéril e livre de pirogénios, n=8), ou CET (nas doses de 2,5 mg/kg (n=8)
ou 10 mg/kg (n=8), e 30 minutos depois foram novamente testados no ADON.
Do 9° ao 15° dia os animais receberam uma injecdo (sc) diaria de salina (0.85
% NacCl estéril e livre de pirogénios, nos mesmos 8 animais que receberam
salina no experimento agudo), CET 2,5 mg/kg (n=8) ou CET 10 mg/kg (n=8;
Figura 1B). Vinte quatro horas apos a Ultima injecéo os animais foram expostos
ao ADON, e 24 horas ap0s, ao teste de IT. As doses escolhidas de CET foram
baseadas em experimentos de nado forgcado, campo aberto e labirinto em cruz
elevado, nos quais apés 7 dias de administracdo de CET, ratos e
camundongos apresentaram diminuicdo da imobilidade (MAENG et al, 2008;
CARRIER e KABBAJ, 2013; MANSOUR et al, 2013). Estas doses ndo causam
qualquer catalepsia ou anestesia em pombos (BREE e GROSS, 1969;
SALERNO e TIENHOVEN, 1976). Para ter efeitos anestésicos em aves é
necessario doses mais elevadas que 32 mg / kg de CET (BREE e GROSS,
1969), especialmente em pombos sdo necessarias doses superiores a 25 mg /
kg para a anestesia (AZIZPOUR e HASSANI, 2012; ATALAN et al, 2002;
KAMILOGLU et al, 2008). Duas horas ap0s o teste de IT, os animais foram
sacrificados por meio de perfusédo transcordial (PFA 4%) e tiveram os encéfalos
retirados, seccionados em Vibratomo (Vibratome®) a 50 um de espessura. As
seccdes foram coletadas em cinco tubos seriados e armazenadas a -24°C sob
crioprotecao (propilenoglicol+sacarose), posteriormente foram processadas por
imunoistoquimica para a deteccdo de DCX. O material foi entdo analisado sob
microscopio O6ptico (Olympus BH2) e documentado para a contagem do
namero de células imunorreativas para a verificacdo de diferencas na

proliferacéo, sobrevivéncia e migragado neuronal em cada um dos grupos.
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Figura 1. Protocolo experimental usado nos experimentos. A) protocolo
aplicado aos grupos experimentais tratados com FLX; B) protocolo aplicado aos
grupos experimentais tratados com CET.
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3.2. TESTES COMPORTAMENTAIS

3.2.1. Ambiente desconhecido e apresentacao do objeto novo (ADON):

Quando separados de seus congéneres e transportados para um
ambiente diferente (AD) de sua gaiola-casa (novo, desconhecido ou com o qual
teve contato esporadico), pombos exibem movimentos exploratérios com a
cabeca e pescoc¢o, mantendo o corpo imoével que ndo se modificam com a re-
exposicdo a intervalos de 7 dias (DE SOUZA et al, 2009). Ao serem colocados
no centro do AD, os animais em geral permanecem com 0 corpo imovel e,
simultaneamente exibem intensos movimentos balisticos, de vai-e-vem com a
cabeca. Estes movimentos tinham como consequéncia a exposi¢cdo dos olhos
dos animais a todas as direcdes da gaiola (com certa predominancia inicial
para a orientacdo dos olhos para a parte superior da gaiola). Este
comportamento foi denominado “espiar® (e foi descrito em pombos na literatura
inglesa como “peeping” ou “peering”; DE SOUZA et al, 2009). Estes
movimentos ja foram considerados como operacionais durante a exploracao
visual do ambiente por aves (VALENTINUZZI e FERRARI, 1997; FERRARI et
al, 1999; TOLEDO e FERRARI, 1991). Foi possivel detectar episodios
prolongados deste comportamento por toda a sessdo, mesmo quando o animal
era exposto ao ON. Gradualmente, os movimentos de “espiar” eram
substituidos por movimentos angulares da cabeca (sem mover 0 corpo e sem
distanciar a cabeca do corpo). O movimento angular de cabeca, (DE SOUZA et
al, 2009, em estudos do nosso laboratério) foi definido como a imobilidade do
corpo associada com a rotacdo da cabeca do eixo latero-lateral (apontando o
bico para cima ou para baixo), no eixo rostro-caudal (apontando o bico para o
lado esquerdo ou direito do corpo) ou na inclinagédo lateral da cabeca, sem
mudancas perceptiveis na posicdo do pesco¢o ou angulacdo em relacdo ao
corpo. Em algumas situagbes esse comportamento era seguido anteriormente
ou posteriormente ao espiar. Outro comportamento observado é a imobilidade,
gue também pode ser seguida de outro comportamento mais raro: 0 repouso,
cujas caracteristicas sdo semelhantes aos da imobilidade, apenas se
diferenciando pela auséncia de movimentos oculares e a presenca de

movimentos palpebrais lentos (ou com os olhos fechados).
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Outro comportamento observado com frequéncia € a locomocéo,
caracterizado pelo movimento completo de um passo a frente ou a atras da
pata fixa do chdo (DE SOUZA et al, 2009). Além da locomocéao, foi observado
em alguns caso o pular, onde o animal retira as duas patas do assoalho
simultaneamente, por vezes precedente da locomocéo, as vezes ocorrendo
isoladamente, sempre no momento da introdugéo de ON. O comportamento de
exploracdo do assoalho, ocorre por vezes em seguida aos comportamentos de
espiar e movimento angular de cabeca, e outros momentos de forma isolada. E
caracterizada pelo direcionamento do bico do animal as paredes da arena e/ou
assoalho, com bicadas ou ndo, quando ocorridas em direcdo ao assoalho,
aconteciam como ciscadas, principalmente ap6s o episédio de defecacdo. Este
comportamento de defecacdo ocorre sempre junto a locomocdo no momento
da insercdo do ON ou ap6s isso sem locomocdo, porém em estado de
imobilidade. Com menor frequéncia, também é observado o comportamento de
bater as asas onde o animal com as patas fixas no assoalho bate as asas em
ritmo lento (espreguicar) ou ritmo rapido, seguido anteriormente ou
posteriormente de um pulo. Foi observado também em poucos casos o
comportamento de auto-limpeza em que o animal toca as proprias penas com o
bico ou com as patas, fazendo movimentos repetitivos de puxar, separar, cogar
ou bicar as penas, esse comportamento foi visualizado com pouca frequéncia e

duracédo pouco depois da insercédo do animal na arena.

3.2.2. O catalogo comportamental e o0 método de registro e analise no
ADON

O teste foi previamente estudado em nosso laboratorio (DE SOUZA et
al, 2009). A analise e catalogo utilizados neste estudo, e a presente descricdo
do padrdo de comportamento exibido pelos pombos na primeira exposi¢cao ao
ADON (acima) gerou um catdlogo comportamental composto dos seguintes

itens:
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Quadro 1: Catalogo de resgistros comportamentais

Comportamento Sigla Descricao

Exploracao XP O animal de olhos abertos, apresentando movimentos

Visual Balistica balisticos lineares da cabeca para frente e para tras

(“espiar”) (geralmente precedido por um movimento curto na
direccdo oposta), e termina com retorno a posicao
inicial), sem tocar objetos com o bico.

Exploracao XV O animal, de olhos abertos, com o corpo imovel,

Visual Angular associado com a rotacdo da cabeca no eixo laterolateral
(apontando o bico para cima ou para baixo), no eixo
rostrocaudal (apontando o bico para o lado esquerdo ou
direito do corpo) ou inclinacédo lateral da cabeca, sem
mudancas perceptiveis na posicdo do pescoco ou
angulacdo em relagdo ao corpo.

Exploracdo  do XA O animal apresenta-se com a cabeca voltada para a

Assoalho superficie a ser explorada, tocando com o bico o
assoalho ou nas paredes laterais, podendo estar com
uma ou duas patas fixas no chao.

Locomocéao LC O animal retira uma pata por vez do contato com o
assoalho da gaiola (com ou sem auxilio de bater asas)

Repouso RE Como os olhos piscando lentamente ou totalmente
fechados, o animal fica com o corpo e cabeca iméveis,
uma ou duas patas fixas ao assoalho, ou pode retrair as
patas a ponto de o corpo tocar o assoalho. Pode ou ndo
apresentar retracdo do pesco¢o com o bico orientado ou
tocando o peito.

Imobilidade IA O animal fica com uma ou duas patas fixas ao assoalho,

Alerta com a postura totalmente ereta, com os olhos totalmente

abertos ou piscando rapidamente e sem executar
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gualquer movimento com a cabeca.
Defecar DE E notada a presenca de fezes no assoalho da arena

Pular PU O animal retira as duas patas o assoalho da arena,

batendo as asas.

Os registros em video obtidos durante os 30 minutos de exposi¢cao dos
animais ao Ambiente Desconhecido/Objeto Novo (ADON) foram feitos por uma
camera digital (Microsoft®, VX80) conectada a um microcomputador, sendo os
registros de video armazenados em discos opticos. Os videos obtidos durante
0os experimentos foram posteriormente avaliados através de um software
produzido em nosso laboratério (Ethowatcher®, CRISPIM et al, 2011),
oferecendo um relatério (em arquivo texto) final da sequéncia comportamental
completa e da laténcia, frequéncia e duracdo (totais e segmentadas por
unidade de tempo) de cada categoria. Para a descricdo dos comportamentos
desencadeados pela exposicdo dos animais ao ambiente desconhecido/objeto
novo (ver tabela 1), foram totalizados e segmentos em 5 minuto ao longo de
todo o periodo de registro, visando aumentar a resolucdo temporal da

descricédo dos eventos.

O teste comportamental possui duas partes e se deu da seguinte forma:
Primeiramente, o animal era retirado de seu local de alojamento e transportado
a uma sala separada, isolada acusticamente e iluminada por luz artificial
branca, contendo a arena retangular de vidro de (80cm x 50cm x 30cm, ver
figura 2), coberta por uma grade na parte superior e a parede frontal era
transparente possibilitando o0s registros comportamentais. O animal era
gentilmente colocado no centro da arena dando inicio ao teste que se seguiu
por 15 minutos, durante os quais seu comportamento frente a gaiola nova e
vazia foi registrado em video. Na segunda parte do teste, depois de 15 minutos
de exposicdo ao ambiente desconhecido, era introduzido na arena um cilindro
de espuma amarela de 20 cm de altura e 8 cm de diametro pintado com listras
transversais vermelhas, pretas e brancas. O objeto era mantido na arena por

mais 15 min, nos quais 0s comportamentos exploratorios continuaram a ser
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registrados. Ao todo o teste da exposicdo ao ambiente desconhecido/objeto
novo teve 30 minutos de duragdo, ao final dos quais, os animais foram

retirados da arena e devolvidos aos seus locais de alojamento.

3.2.3. Imobilidade Tonica (IT)

A Imobilidade tbnica foi descrita como um comportamento inato
desencadeado pela contencao fisica do animal, caracterizado por um estado
catatébnico (JONES, 1986; MILLS e FAURE, 1991). E um comportamento
relacionado a ameaca inescapavel, como a que ocorre durante a predacao
(GALLUP et al, 1979; JONES, 1986; JONES, 1987) e pode ser modulada por
diferentes classes de antidepressivos (WALLNAU et al, 1980). Pombos e aves
em geral apresentam IT diante de situagdes estressoras e de medo com
mecanismos semelhantes aos de mamiferos (HOHTOLA, 1981). Neste estudo
o animal era retirado de seu ambiente e coberto por um pano escuro e
transportado até uma sala iluminada artificialmente. O pano era retirado e o
animal gentilmente colocado em decubito dorsal sobre um suporte em formato
de quilha, no centro de uma arena cilindrica (50 cm de largura por 30cm de
altura). Ainda em decubito dorsal, o animal era contido manualmente tendo
suas asas suavemente imobilizadas e sua cabeca coberta . A contencao teve a
duracdo de 30 segundos. Apés esse periodo, os animais eram liberados e o
tempo no qual os mesmos permaneceram imoveis era quantificado. O tempo
minimo para imobilidade foi de 10 segundos apoés a liberacdo. Eram feitas no
maximo 5 tentativas para que o animal entrasse em imobilidade tonica
(superior a 10 segundos). Caso o animal ndo expressasse 0 comportamento, 0
mesmo era considerado refratario ao teste. Ao final de cada teste a arena era

limpa com alcool 70% e papel toalha.
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B Apresentagéo do objeto novo

A s | s | 4

1 1

Entrada do animal Retirada do animal

Figura 2. A) Pombo inserido na arena do teste do ambiente desconhecido com
apresentagcdo do objeto novo. B) esquema gréfico do teste comportamental. C) arena
para realizacdo da IT. D) Contencdo manual do animal. E) Animal em decubito dorsal
em IT.

3.3. PERFUSAO E METODOS HISTOLOGICOS

Os animais foram anestesiados com uma mistura de Xilazina
(0,05mg/Kg/100g de peso corporal) e Cetamina (0,15mg/Kg/100g de peso
corporal) e perfundidos transcordialmente com 300 ml de solucdo de
sacarose (9,25% mantido a 37°C, com heparina) seguido por 300 ml de
solucdo de paraformaldeido (4% em tampao fosfato - PB). Os encéfalos
foram retirados e pos-fixados em paraformaldeido (4% PB) a 4°C por 24h,
apos esse periodo os encéfalos foram incluidos em gelatina 10%,
seccionados em vibratomo (Vibratome®) a 50um de espessura. As
seccOes foram coletadas em solugdo anti-congelante em cinco

compartimentos seriados e armazenadas a -20°C.

As seccdes obtidas conforme descrito acima foram lavadas com
solucdo de PBS 0,1M + Triton 0,15% (T.A), em 3 banhos de 5 min. cada.
Logo apés foi feito o bloqueio da peroxidase enddgena, utilizando H202
0,3% + Metanol por 30 minutos. Novamente, os cortes eram lavados com
PBS 0,1M + Triton 0,15% em 3 banhos de 5min. cada. ApGs esse

processo as secc¢des foram incubadas por 60 min em solucdo de T.A. +



soro de albumina bovina 2% + soro 5%, e finalmente incubados com o
anticorpo primario por um periodo de 24 horas. Apés o periodo de
incubacdo do anticorpo primario, as secgfes foram novamente lavadas
em 3 banhos de T.A por 5 min, ap0s os quais, foi feita a incubacdo com o
anticorpo secundario por 120 min. Os cortes foram novamente submetidos
a 3 banhos de T.A por 5 min e entédo incubados com ABC 1:2000 (T.A. +
avidina + peroxidase biotinilada) por 2 horas. Em seguida, as seccdes
foram lavadas com T.A 3 vezes por 5 min e TBS 0,25M pH 7,4 uma vez
por 5 minutos. ApOs esse processo as seccdes foram incubadas TBS
0,fM pH 7,4 + DAB 10mg + 3ul H202 30% por 10 minutos e entédo
lavadas mas com TBS 0,25M pH7,4 por 3 vezes de 5 min cada. Os cortes
foram lavadas com agua destilada, montados sob lamina, desidratados,

diafanizados e cobertos com laminula para observacao em microscopio.

A quantificagcdo de células DCX foram feitas com quatro sec¢bes de
cada animal nas regides do hipocampo, dividido em Lamina Lateral (LL),
Lamina Medial (LM) e Nucleo Triangular (TR; niveis estereotaxico A6.00 e
A7.00). Em cada uma das secdes varias fotos digitais foram tiradas. A
contagem das médias das areas sdo expressas em células DCX/mma2,
Foram quantificadas apenas células que apresentassem citoplasma e
processos corados. Para contagem foram utlizados fotomiografias
sequencias da regido e o software ImageJ. Foram quantificados apenas
0s corpos celulares visiveis no campo da figura, sendo que corpos
celulares cortados pela borda da figura sé foram considerados validos
para a quantificacdo se pelo menos 50% do corpo celular estivesse na
area visivel da fotografia e apenas os neurdnios cortados pela borda
inferior e esquerda foram desconsiderados. Foi utlizado ainda o método
duplo cego para contagem, de modo que o pesquisador nado tinha

conhecimento a qual grupo experimental o animal pertencia.
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Figura 3. (A,B): Areas em que a densidade de células imunorreativas & DCX
(DCXir) foram quantificadas no hipocampo (Hp) e (C, D): os diferentes tipos de
células DCXir nesta regido do cérebro do pombo. A- fotomicrografia do Hp de
pombos mostrando areas de quantificagcdo de células, campos quadrados
sobrepostos representa area de quantificagdo (barra de escala= 500um). B-
desenho esquemaético de seccao no plano frontal do Hp (nivel esterotaxico A 6.75,
Karten e Hodos, 1967) e suas subdivisbes (LL, lamina lateral do Hp em forma de
“V”; TR, area triangular do Hp ventral em forma de “V”; LM, ldmina medial do Hp
em forma de “V”. C- fotomicrografia do Hp de pombos mostrando células DCXir
multipolares tipicas com corpo celular e arvore dentritica(barra de escala= 50um).
D- fotomicrografia do Hp de pombos mostrando células bipolares DCXir tipicas.
(barra de escala= 50um)

3.4. ANALISE DE DADOS

Todos os dados foram analisados quanto a sua normalidade, utilizando o
teste de Kolmogorov-Smirnoff, e homocedasticidade, estabelecida pelo teste
estatistico de Levene. Os resultados destes testes foram utilizados na selecéo
dos testes estatisticos a serem utilizados na comparacdo entre 0s grupos
experimentais. Os dados provenientes do teste ADON foram analisados
usando o teste de Kruskal-Wallis e Friedman ANOVA medidas repetidas para
comparar os indices entre as exposi¢cdes e 0s tratamentos respectivamente.

Teste de Wilcoxon foi usado para comparar os dados dos comportamentos
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entre os periodos de AD e ON. Apesar de terem sido analisados utilizando
testes nao-paramétricos, para facilitar a visualizacdo dos dados
comportamentais no teste do ADON, estes estédo representados graficamente e
em tabelas na forma de médiaterro padrdo da média. Teste de Kruskal-Wallis
foi usado para avaliar diferencas em células de DCX-ir entre os tratamentos. A
andlise de sobrevivéncia (Teste de Gehan-Breslow-Wilcoxon) e Teste de Mann-
Whitney foram utilizados para determinar as diferencas de Tl entre 0s grupos.
Em todas as analises estatisticas foram consideradas significantes os valores
de p<0,05. Todas as analise foram realizadas com o auxilio do software
“Statistica 8.0” (Statsoft).
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4. RESULTADOS

4.1. O ADON: Efeitos da reexposicdo ao ADON com os intervalos

usados nos experimentos com as drogas antidepressivas.

A descricao abaixo foi realizada com os dados obtidos dos animais do
grupo experimental controle ndo-tratado (CNT, n=6), expostos ao ADON aos 7
dias (Exposicao 2, E2) e aos 21 dias (terceira exposicdo, E3) da primeira

exposicao (E1) ao ambiente de teste.

A frequéncia do comportamento de movimentos angulares de cabeca
apos o ON apresentou diferencas significantes (FA: (N =6, df =2) =6,.38 p =
0,04; figura 4D) com indices maiores em E2 (W: p=0,04) e E3 (W: p=0,04)
quando comparados a primeira exposicdo (E1l). Nao houveram diferencas
significativas entre E2 e E3. Neste comportamento ndo encontramos diferencas
na duracdo na primeira e segunda fase do teste (FA: p>0,05, estatisticas ver
tabela 2 do material suplementar; figura 4C). A frequéncia deste
comportamento também nao foi modificada pela repeticdo em AD. A duracéo e
frequéncia do comportamento de espiar (figura 4A e 4B), exploracdo do
assoalho (figura 4E e 4F), locomocao (figura 4G e 4H), repouso (figura 4l e 4J)
e imobilidade alerta (figura 4K e 4L; estatistica completa na tabela 1 do anexo
1) também nao apresentaram diferencas significantes, quer entre as diferentes

fase do teste, quer entre as diferentes exposicdes a situacdo experimental.

Os indices relativos a inducéo da IT (duracdo: 401,80+363,49 e numero
de tentativas 1,50+0,54) nestes mesmos animais, nos testes de correlacdo
entre os indices de IT e os comportamentos no teste ADON apresentados por
este grupo usando o teste de correlacdo de Spearman ndo resultaram em

correlagdes significantes entre estas respostas.

Em resumo, a reexposicdo ao teste apresentou um aumento na
frequéncia dos movimentos angulares de cabecga da fase ON na E2 e E3 em

relacdo a E1, mas sem diferencas em relagdo ao AD na mesma exposi¢ao.
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Figura 4. Efeitos da re-exposicdo ao teste 7 dias (E2) e 21 dias (E3) apos a primeira
experiéncia (E1) com o AD seguido por ON. Duragbes e frequéncias (totais nos 15
minutos de AD e nos 15 minutos de ON) de espiar (A,B), movimentos angulares de
cabeca (C e D), exploracdo do assoalho (E e F), locomocgéo (G e H), repouso (I e J) e
imobilidade alerta (K e L) nas trés exposicdes ao teste ADON . (a) indica diferenca
significante (p<0,05, teste de Wilcoxon) em relacdo a E1. Os dados séo representados
por média + EPM.
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4.2. O ADON: Efeitos da reexposicdo ao ADON com os intervalos
usados nos experimentos com as drogas antidepressivas no

grupo controle de FLX

Para a descricdo abaixo, foram analisados os animais do grupo VEI
(controle dos animais tratados com FLX), na segunda e terceira exposi¢coes ao
teste, utlizamos o teste nado-paramétrico Wilcoxon (W) para analisar as
diferencas na duragcdo e frequencia de AD e ON na segunda e terceira
exposicao e observamos que o comportamento de espiar teve maior duracéo
(W: p=0.04) ap6és ON em E3 quando comparado ao mesmo periodo da
segunda exposi¢cdo, mostrando que a duragdo do comportamento aumenta
com a reexposi¢cado apos o ON. Ao contrario de espiar os movimentos angulares
de cabeca tiveram menor duracdo em ON na terceira exposi¢do ao teste (W:
p=0.04), este comportamento apresentou menor duracao na terceira exposicao
em AD e ON, porém com diferencas estatisticas somente em ON em relacdo a
E2. A locomogédo apresentou um aumento na terceira exposicdo na primeira

fase do teste (W: p=0,02; tabela 2 do anexo 1).

4.3. O ADON: Efeitos da reexposicdo ao ADON com os intervalos
usados nos experimentos com as drogas antidepressivas no

grupo controle de CET

Para a descricdo abaixo, foram analisados os animais do grupo VEI
(controle dos animais tratados com CET), na segunda e terceira exposi¢cdes ao
teste, utlizamos o teste ndo-paramétrico Wilcoxon (W) para analisar as
diferencas na duracdo e frequéncia de AD e ON em cada exposicdo e
observamos que a frequencia de espiar na primeira fase do teste € menor na
segunda exposicdo (W: p=0.01), sugerindo que estes animais diminuem a
ocorréncia deste comportamento apés o ON embora possuam a mesma
duracdo. O mesmo ocorreu para locomocédo que teve menores indices de
duracdo (W: p= 0.04) e frequéncia (W: p= 0.02) na terceira exposi¢cdo. O
contrario ocorreu para o comportamento de movimentos angulares de cabeca
gue apresentou um aumentou (W: p=0.04) na primeira fase do teste em E3 (ver

tabela 3 do anexo 1)
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Em resumo a reexposicédo dos animais ao testes ADON com intervalo de
7 e 14 dias modificiou a expressao dos comportamentos de espiar, movimentos

angulares de cabeca e locomocéo.

4.4. Efeitos da administracdo aguda de FLX nos comportamentos

apresentados no ADON:

Para a descricdao abaixo, foram analisados os animais tratados com
veiculo ou FLX (nas doses de 2,5 mg/Kg ou 10 mg/Kg) na segunda exposi¢cao
ao teste(E2) utilizando o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (KW) para
andlise das diferencas entre os tratamentos e, como teste posthoc para estas
andlises, bem como para examinar as diferencas entre ON e AD, apés cada
tratamento, usamos o teste de Wilcoxon (W). A duracdo de espiar aumentou
significantemente durante AD no grupo tratado com FLX 10 mg/Kg (KW: H ( 2,
N= 18) =6,24 p =0,04; Figura 5A e 5B). Quando comparamos as diferencas
entre o espiar durante o AD e durante o ON apds cada tratamento, observamos
diferencas na duracao deste comportamento nos animais tratados com FLX 2,5
(W: p=0,04) e FLX 10 (W: p=0,02) e também na frequéncia de espiar nos
animais tratados com FLX 2,5 (W: p=0,02). O tratamento com as diferentes
doses de FLX nédo afetou a duracdo da segunda fase do teste bem como a
frequéncia de espiar na etapa AD e na etapa ON (p>0,05). O aumento de
duracédo de espiar em AD provocado pela FLX parece ter causado o surgimento
desta diferenca de resposta ao ambiente desconhecido (ja que a resposta ao
Objeto Novo foi idéntica a dos animais tratados com veiculo).

A duracdo dos movimentos angulares de cabeca nao foi modificada
pelos tratamentos com a FLX, tanto em AD quanto em ON (p< 0,05, estatistica
ver tabela 4 do anexo 1; figura 5C). O mesmo ocorreu com a frequéncia deste
comportamento: sem diferencas significantes na primeira etapa do teste e na
segunda etapa do teste. No entanto, este comportamento teve maior duracéo
apos o ON em relacdo ao AD nos grupo FLX 2,5 (W: p=0,02) e FLX 10 (W:
p=0,02).

Em resumo, a fluoxetina aumentou a duracdo do comportamento de

espiar em AD, tornando-a maior neste periodo que quando apresentamos o
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ON: aparentemente a FLX aumentou esta atividade exploratéria durante o
ambiente novo e tornou este animal menos reativo ao aparecimento do ON.
Por outro lado, a FLX diminuiu a duragcdo de movimentos angulares de cabeca
em AD, e aumentou a expressdo deste comportamento apds a apresentacao
do ON.

Ja a locomocdo ndo apresentou diferencas entre os tratamentos na
duracéo e frequéncia das duas fases do teste (p< 0,05, estatistica ver tabela 4
do anexo 1; figura 5E e 5F). No entanto, quando comparamos a duracdo de
locomocédo na etapa ON em relacdo a AD, observamos diferencas significantes
do grupo FLX 10 (duracao: W: p= 0,02; frequéncia: W: p= 0,04) indicando que
este comportamento aumentou de incidéncia e duragédo na etapa AD, mas nao

apos a apresentacédo de ON.

O mesmo ndo ocorreu para 0s outros comportamentos de exploragéo do
assoalho, repouso e imobilidade alerta também ndo apresentaram diferencas
significativas na duracao e frequéncia na primeira e segunda fase do teste (p<
0,05, estatistica ver tabela 4 do anexo 1). Estes comportamentos né&o
apresentaram diferencas entre AD e ON apds cada tratamento. Deve ser
notado, no entanto, que a dose de 10 mg/Kg aboliu a expressao do
comportamento de repouso durante o AD.

Em resumo, o tratamento agudo com fluoxetina na dose 10 mg/Kg
aumenta o comportamento de espiar quando comparados ao grupo tratado
com veiculo durante o AD, quando o animal é exposto ao ambiente
desconhecido, mas nao afeta este comportamento em resposta ao ON. Ambas
as doses de FLX aumentaram as diferencas entre o espiar e a locomocao
feitos durante o AD e o realizado durante apds o ON, acarretadas por aumento
nestes comportamentos durante a fase AD. Por outro lado, ambas as doses de
FLX diminuiram os movimentos angulares da cabeca em AD quando

comparados ao ON (que ndo foram modificados pelo tratamento).
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Figura 5. Efeitos da administracdo aguda de FLX na segunda exposicdo ao ADON
(E2). Duracgdes e frequéncias (totais nos 15 minutos de AD e nos 15 minutos de ON)
de espiar (A,B), movimentos angulares de cabega (C e D), locomocéo (E e F), nos trés
grupos experimentais. (a) indica diferenga significante (p<0.05, teste de Kruskal-Wallis)
em relacdo ao veiculo. (b) indica diferenca significante (p<0.05, teste de Wilcoxon) em
relacdo ao dados da etapa AD frente a mesma dose de FLX. Os dados sao
representados por média £ EPM.
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4.5. Aexposicdo ao ADON: efeitos da administracdo cronica de
FLX

Para a descricdao abaixo, foram analisados os animais tratados com
veiculo ou FLX (nas doses de 2,5 mg/Kg ou 10 mg/Kg) na terceira exposi¢ao
(E3) ao teste. Encontramos diferencas no comportamento de movimentos
angulares de cabeca no grupo FLX 10, ap0s a apresentacdo do ON: a duracdo
deste comportamento foi maior na segunda fase do teste (W: p=0,04; figura 6A
e 6B). O tratamento crénico com as diferentes doses de FLX nao afetou a
duracéo e frequéncia dos comportamentos exploratorios de espiar, movimentos
angulares de cabeca, exploracdo do assoalho, locomocdo, repouso e
imobilidade alerta (KW: p>0,05, estatistica ver tabela 5 do anexo 1). Estes
comportamentos analisados ndo apresentaram diferencas em ON comparado

ao AD do mesmo tratamento.
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Figura 6. Efeitos da administragé@o cronica de FLX no ADON. Duragfes e frequéncias
(totais nos 15 minutos de AD e nos 15 minutos de ON) de movimentos angulares de
cabeca (A,B) nos trés grupos experimentais. (b) indica diferenca significante (p<0.05,
teste de Wilcoxon) em relacdo ao dados da etapa AD frente a mesma dose de FLX .
Os dados séao representados como média + EPM.
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4.6. Comparacao entre os efeitos agudos (E2) e crénicos (E3) da
FLX 2.5 mg/Kg

Para a descrigdo abaixo, foram andalisados os animais do grupo FLX 2,5,
na segunda e terceira exposi¢coes ao teste. Usamos o teste ndo-paramétrico
Wilcoxon (W) para analisar as diferencas na duracao e frequéncia de AD e ON
em cada exposicdo e observamos que no comportamento de espiar houve um
aumento na duracdo de AD (W: p= 0,02) e ON (W: p= 0,04) na terceira
exposicdo e também na frequencia de AD (W: p=0,02) e ON deste
comportamento (W: p= 0,02). Em movimentos angulares de cabeca ocorreu
uma diminuicdo na duracdo de ON na terceira exposicdo (W: p= 0,04). Ja no
comportamento de locomogéao ocorreu um aumento na duracgdo (W: p= 0,02) e
frequencia (W: p=0,02) na segunda fase do teste da terceira exposi¢do. Houve
também uma reducdo do comportamento de repouso na duracdo da terceira
exposi¢do (W: p=0,04) apdés o ON. Os outros comportamentos analisados nao
foram alterados pela reexposi¢cdo no tratamento com FLX 2,5 (para estatistica

completa ver tabela 6 do anexo 1).

4.7. Comparacao entre os efeitos agudos (E2) e crénicos (E3) da
FLX 10 mg/Kg

Para a descricdo abaixo, foram analisados os animais do grupo FLX 10,
na segunda e terceira exposicdes ao teste. Usamos o teste ndo-paramétrico
Wilcoxon (W) para analisar as diferengas na duragéo e frequéncia de AD e ON
em cada exposicao e observamos gque na terceira exposicdo o comportamento
de espiar foi mais frequente (W: p= 0,04) apés o ON. A locomocéao teve maior
duracdo em AD (W: p= 0,02) e em ON (W: p= 0,04) na terceira exposicao
quando comparada a E2, porém foi mais frequente (W: p= 0,02) em E3 apés o
ON. Os outros comportamentos ndo apresentaram diferengas entre tratamento

agudo e crbnico (para estatistica completa ver tabela 7 do anexo 1).

4.8. Aimobilidade tdnica: efeitos da administra¢céo cronica de FLX

Para a descricdo abaixo, foram utlizados os dados dos animais tratados

com veiculo ou fluoxetina (nas doses de 2,5 mg/kg ou 10 mg/Kg) na terceira
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exposicao (E3, tratamento cronico) ao teste ADON e a exposi¢cao ao teste de
imobilidade tdnica (tentativas e duragéo), estes dados foram analisados entre si
pelo teste ndo-paramétrico Kruskall-Wallis para verificar diferengcas entre os
tratamentos. Também foram correlacionados usando o teste de Spearman
(correlacdo nao-paramétrica, SR) e foi realizado a analise de sobrevivéncia

destes grupos.

Observamos que duragcao de IT (KW: H (2, N=18) =435 p =0,11) e
tentativas de IT (KW: H ( 2, N= 18) = 0,35 p = 0,83) ndo apresentaram
diferencas entre os tratamentos (figura 7A). A analise de sobrevivéncia também
nao apresentou diferencas entre os tratamentos (MC: chi square: 2,207; df: 2;
p= 0,33; figura 7), embora aparentemente, o grupo FLX 2,5 tenha maior
duracédo de IT que VEI, e FLX 10. Ndo encontramos nenhuma correlacdo entre
duracdo e numero de tentativas de IT com os comportamentos observados no
ADON.

A Imobilidade Tonica B Imobilidade Tdnica C Sobrevivéncia
(duracgao) (tentativas)
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100 F s 3
0 VEI FLX 2.5 FLX10,0 a0 VEI FLX 2,5 FLX10,0 = % 200 400 GO0 800
Tratamento Tratamento Duragao

Figura 7: Grafico de médiastEPM de duracdo de IT e numero de tentativas de IT e
andlise de sobreviéncia para duragéo de IT. A- Duracdo em segundos da duracéo de
IT nos grupos VEI, FLX 2.5 e FLX 10. B- nimero de tentativas de indug&o de IT nos
grupos VEI, FLX 2.5 e FLX 10. C- Analise de sobrevivéncia.

4.9. A exposicdo ao ADON: Descricdo qualitativa da primeira

administracdo de Cetamina (E2).

A CET é uma droga com efeitos anestésicos e antidepressivos. Na
literatura ndo encontramos relatos em pombos tratados com cetamina com
administracdo isolada da droga, somente em associacdo a outros farmacos,
tanto anestésicos quanto antidepressivos. Fizemos uma descricdo qualitativa

do comportamento dos animais logo apos a administracao da droga, nas duas
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doses selecionadas, antes da exposi¢cao ao teste de ADON e verificamos que
logo apds administracdo da CET nas duas doses, a maioria dos animais (13
animais de 15) apresentaram um comportamento sonolento. Ao retornar a
gaiola-casa ficaram imoOveis ou com movimentos vagarosos, com dificuldade
para ficar em pé ou com andar ataxico (na maioria dos casos caindo para um
lado).

Os animais receberam CET 30 minutos antes do teste ADON, e na dose
de 2,5 mg/Kg apresentaram alteracdo nos seus comportamentos ao retornar
para a gaiola-casa. Este grupo de animais levou cerca de 10 a 12 minutos para
que sua postura e seus comportamentos retornassem aos padrdes normais.
Apbs esse periodo inicial de retorno para a gaiola-casa, 0s animais
recuperaram 0S movimentos progressivamente voltando a apresentar
primeiramente comportamento de locomocdo por toda a area da gaiola
(incluindo poleiro (pulo). Este comportamento era seguido de espiar que
também ocorria juntamente com movimentos angulares de cabeca e ao final
dos 30 minutos, pouco tempo antes de serem expostos ao teste de ADON os
animais apresentaram com bastante frequéncia comportamento de auto-
limpeza. Em apenas 2 animais tratados com a dose 2,5 mg/Kg de CET né&o
pudemos observar alteragbes comportamentais no periodo entre a

administracdo da droga e o inicio do teste ADON.

Os animais que receberam CET na dose 10 mg/Kg apresentaram a
mesma reacao, apdés a administracdo da droga. O retorno a gaiola-casa foi
observado também movimentos lentos ou os animais ficaram imoéveis na
gaiola, dificuldade em ficar em pé, andar ataxico tendendo para apenas um dos
lados. Este grupo levou cerca de 5 a 7 minutos para recuperar Seus
comportamentos, que ocorreu primeiramente neste grupo com a expressao de
auto-limpeza, seguido de movimentos angulares de cabeca e espiar. Apenas 1
animal deste grupo apresentou locomoc¢ao dentro da gaiola antes do inicio do
teste de ADON.

Em resumo, a administracdo da CET nas doses 2,5 mg/Kg e 10 mg/Kg,
causaram déficits motores, parecidos a ataxia, associados a postura de sono
que podem indicar efeitos sedativos da droga nestas doses. Estes efeitos

foram imediatos nos animais, porém com rapida recuperacgdo, 0S animais
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tratados com a menor dose tiveram recuperacao mais lenta do que os animais

tratados com a maior dose.

4.10. A exposicdo ao ADON: efeitos da administracdo aguda (E2) de

Cetamina

Para a descricdo abaixo, foram analisados os animais tratados com
veiculo ou CET (nas doses de 2,5 mg/Kg ou 10 mg/Kg) na segunda exposi¢ao
(E2, primeiro dia de tratamento) ao teste. Os dados foram comparados entre si

pelo teste estatistico Krukall-Wallis (ANOVA, ndo-paramétrico; KW) e Wilcoxon
(W).

Obervamos que o tratamento com as diferentes doses de CET néo
afetou a frequéncia e duracédo das duas etapas do teste do comportamento de
espiar, entretanto a duracdo (W: p= 0,01; figura 8A) e a frequéncia (W: p= 0,02;
figura 8B) de ON nos animais tratados com CET 2,5 mg/Kg foi maior que em
AD e o0 oposto para os animais tratados com CET 10 mg/Kg, nos quais a
duracdo de ON neste comportamento foi maior que em AD (W: p= 0,02). Os
movimentos angulares de cabeca ndo apresentaram difencas na duracdo e
frequéncia nas duas fases do teste entre os tratamentos. No entanto este
comportamento teve um aumento significativo na duracao (W: p= 0,02) apés a

apresentacdo de ON no grupo CET 10 (figura 8C e 8D)

A duracdo (KW: H (2, N=23) = 6,63 p = 0,03) e a frequéncia (KW: H (
2, N=23) = 6,29 p = 0,04) da fase ON do comportamento de locomocao foram
menores no grupo CET 2.5 em relagdo ao grupo VEI. Neste comportamento,
também houve uma discreta diferenca significante na frequencia de ON no
grupo CET 2.5 (W: p= 0,05; figura 8E e 8F), que foi menor em relacdo ao AD. O
comportamento de repouso, teve maior duracdo em AD (KW: H ( 2, N= 23)
=4,77 p = 0,04) no grupo CET 10 em relacdo ao veiculo. No entanto, na fase
ON do teste, a duracdo também apresentou diferencas (KW: H ( 2, N= 23)
=2.47 p = 0,04), com duragé&o maior nos grupos CET 2,5 e CET 10, mostrando
gue o tratamento com CET com as diferentes doses faz com que este
comportamento seja presente, o que ndo ocorre com o grupo VEI. No grupo
CET 2,5 houve também diferencas na duracdo entre AD e ON (W: p= 0,03;
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figura 8G e 8H) neste comportamento, pois em AD o comportamento € nulo e
apés o ON o comportamento surge com diferencas significantes. Os
comportamento de exploracdo do assoalho e imobilidade alerta ndo foram
modificados pelo tratamento (para estatistica completa ver tabela 8 do anexo
1).

Em resumo o tratamento agudo com CET diminui a duracdo e
frequencia de espiar apdés o ON nas duas doses selecionadas em relacdo ao
VEI e ao AD (apés cada tratamento). O tratamento aumentou a duracdo do
comportamento de movimentos angulares de cabeca apos o ON em CET 2,5 e
CET 10. O tratamento diminuiu duracdo e frequencia de locomocdo também
apos o ON e aumentou a duragdo do repouso em relacdo ao grupo VEI,

entretanto diminuiu em relacédo ao AD nos grupos CET 2,5 e CET 10.

4.11. A exposicado ao ADON: efeitos da administragéo cronica por 7
dias (E3) de Cetamina

Para a descricdo abaixo, foram analisados o0s animais tratados com
veiculo ou CET (nas doses de 2,5 mg/Kg ou 10 mg/Kg) na terceira exposicao
(E3) ao teste. Os dados foram comparados entre si pelo teste estatistico
Krukall-Wallis (ANOVA, nao-paramétrico; KW) e Wilcoxon (W).

O tratamento cronico com as diferentes doses de CET ndo afetou a
duracdo e frequéncia de espiar nas duas fases do teste (para estatistica
completa ver tabela 9 do anexo 1). No entanto ap6s a introducdo do ON no
grupo CET 10, a duracédo (W: p= 0,02; figura 9A e 9B) diminui em relacdo ao
AD. A duracéo na primeira fase do teste (KW: H ( 2, N= 23) =3,10 p = 0,02) e
na segunda fase do teste (KW: H (2, N=23) = 2,28 p = 0,04) da exploracao do
assoalho foi maior no grupo tratado com CET 10 em relacdo ao veiculo. Nesta
dose o comportamento acontece em ON quando no grupo CET 2,5 e VEI ele é
nulo, a frequéncia ndo apresentou diferencas entre os tratamentos nas duas
fases do teste (KW p>0,05; figura 9C e 9D).
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Figura 8: Efeitos da administragdo aguda de CET no ADON. Duracdes e frequéncias
(totais nos 15 minutos de AD e nos 15 minutos de ON) de espiar (A,B), movimentos
angulares de cabeca (C e D), locomocéo (E e F), repouso (G e H) nos trés grupos
experimentais. (a) indica diferenca significante (p<0.05, teste de Kruskal-Wallis) em
relacdo ao veiculo. (b) indica diferenca significante (p<0.05, teste de Wilcoxon) em
relacdo ao dados da etapa AD frente a mesma dose de CET. Os dados sao
representados por média + EPM.
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Embora o comportamento de movimentos angulares de cabeca nao
apresente diferencas significantivas entre os tratamentos, observamos que na
dose CET 10 mg/Kg a duracdo deste comportamento € menor em AD e ON
(figura 9C e 9D). Ja o repouso (figura 91 e 9J) ocorre neste grupo tratado, mas
também sem diferencas estatisticas em relacdo ao VEI. Outro fato interessante
no grupo CET 10 é que apos o ON ocorre a imobilidade alerta (mas ndo ocorre
em VEI).

Em resumo, no grupo CET 10, o comportamento de espiar apresenta
diferencas entre AD e ON, onde a duracdo do comportamento é maior em AD
em relacdo ao ON. A exploracdo do assoalho aumenta em AD no grupo CET
2,5 e CET 10, e surge em ON no grupo CET 10. No grupo CET 10 também

surge o comportamento de repouso que ndo ocorre em VEI e CET 2,5.
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Figura 9: Efeitos da administracdo cronica de CET nas doses de 2.5mg/Kg ou
10mg/Kg no ADON. Duracdes e frequéncias (totais nos 15 minutos de AD e nos 15
minutos de ON) de espiar (A,B), exploracdo do assoalho (C e D) nos trés grupos
experimentais. (a) indica diferenca significante (p<0,05, teste de Kruskal-Wallis) em
relacdo ao veiculo. (b) indica diferenca significante (p<0,05, teste de Wilcoxon) em
relacdo ao dados da etapa AD frente & mesma dose de CET. Os dados sao
representados por média + EPM.
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4.12. Comparacdao entre os efeitos agudos (E2) e crénicos (E3) da
CET 2,5 mg/Kg

Para a descricdo abaixo, foram analisados os animais do grupo CET 2,5,
na segunda e terceira exposi¢coes ao teste. Usamos o teste ndo-paramétrico
Wilcoxon (W) para analisar as diferencas na duracao e frequéncia de AD e ON
em cada exposicao e observamos que apenas na segunda fase do teste, a
frequéncia de espiar na terceira exposicdo € menor que em E2 (W: p= 0,04,

dados completos tabela 10 do anexo 1).

4.13. Comparacdao entre os efeitos agudos (E2) e crénicos (E3) da
CET 10 mg/Kg

Para a descrigao abaixo, foram analisados os animais do grupo CET 10,
na segunda e terceira exposicdes ao teste. Usamos o teste ndo-paramétrico
Wilcoxon (W) para analisar as diferencas na duracao e frequéncia de AD e ON
em cada exposicdo e observamos que o tratamento com a cetamina na dose
de 10mg/kg nédo altera os comportamentos com a reexposi¢cao ao teste (dados

completos tabela 11 do anexo 1).

4.14. Imobilidade tonica:efeitos da administracao cronica de CET

Para a descrigdo abaixo, foram utlizados os dados dos animais tratados
com veiculo ou cetamina (nas doses de 2,5 mg/kg ou 10 mg/Kg) na terceira
exposicao (E3, tratamento crénico) ao teste ADON e a exposicdo ao teste de
imobilidade tonica (tentativas e duracéo), estes dados foram andlisados entre si
pelo teste ndo-paramétrico Kruskall-Wallis para verificar diferengcas entre os
tratamentos. Também foram correlacionados usando o teste de Spearman
(correlacdo nao-paramétrica, SR) e foi realizado a analise de sobrevivéncia

destes grupos.

Verificamos que a duragao de IT (KW: H ( 2, N= 23) =0,26 p = 0,87) e
namero de tentativas de inducédo da IT (KW: H ( 2, N= 23) =3,81 p = 0,14) ndo
exibiram diferencgas significantes entre os tratamentos (figura 10A). A andlise de

sobrevivéncia também ndo apresentou diferencas entre os tratamentos (MC:
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chi square: 0,69; df: 2; p= 0,70; figura 10B). Na analise de correlacbes também
nao encontramos resultados significativos entre duracéo e tentativas de IT com

0s comportamenos observados no ADON (SR: p>0,05).
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Figura 10. Gréfico de médiastEPM de duracéo de IT e numero de tentativas de IT e
andlise de sobreviéncia para duragéo de IT. A- Duracdo em segundos da duragéo de
IT nos grupos VEI, CET 2.5 e CET 10. B- numero de tentativas de indugdo de IT nos
grupos VEI, CET 2.5 e CET 10. C- Analise de sobrevivéncia.

4.15. Neurogénese hipocampal : efeitos da administracéo crbénica de
FLX

As contagens de células DCX presentes no hipocampo de pombos
adultos tratados com diferentes doses de fluoxetina foram comparadas entre 0os
grupos (VEH, FLX 2,5 e FLX 10) através do teste estatistico Krukall-Wallis
(ANOVA, nao-paramétrico; KW), em trés areas distintas do hipocampo (lamina
medial (LM), area triangular (TR) e lamina lateral (LL) quantificamos densidade
de células bipolares e multipolares em cada regido (células DCX-ir/ mm?) e

obtivemos os seguintes resultados:

Na regido da lamina medial e area triangular a densidade de células
bipolares e multipolares ndo apresentaram diferengcas entre os tratamentos
(KW p>0.05; figura 11D e 11H). Nao encontramos diferengas na densidade de
células bipolares da lamina lateral. No entanto encontramos diferencas na
densidade de células multipolares desta regido (KW: H ( 2, N= 18) =4,43 p =
0,01; figura 11F), no qual houve um declinio da densidade de células nos
grupos FLX 2.5 e FLX 10 em relacdo ao grupo VEI. A densidade total de
células em cada regido também ndo apresentou diferencas entre o0s
tratamentos, exceto pela lamina lateral que apresentou uma diferenca
marginalmente significante (KW: H ( 2, N= 18) =5,62 p = 0,06; figuras 11E, 11G
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Figura 11: Efeitos do tratamento crénico com FLX sobre o nimero de células DCX-ir
no Hipocampo (HP). A- Fotomicrografia (barra de escala 500 um) de lamina lateral de
HP esquerdo retirado de pombo do grupo VEI. B- Fotomicrografia (barra de escala 500
um) de lamina lateral de HP retirado de pombo do grupo FLX 2,5. C- Fotomicrografia
(barra de escala 500 um) de lamina lateral de HP retirado de pombo do grupo FLX 10.
D- quantificagdo da desindade de células bipolares e multipolares da lamina medial. E-
guantificacdo da densidade celular total da lamina medial. F- quantificagcdo da
desindade de células bipolares e multipolares da area triangular. G- quantificacdo da
densidade celular total da area triangular. H- quantificacdo da desidade de células
bipolares e multipolares da lamina lateral. E- quantificacdo da densidade celular total
da lamina lateral. (*) indica diferenca significante (p<0,05, teste de Kruskal-Wallis) em
relacdo ao veiculo. Os dados sdo representados por média + EPM.

4.16. Neurogénese hipocampal: efeitos da administracéo crénica de

Cetamina

As contagens de céluas DCX presentes no hipocampo de pombos
adultos tratados com cetamina foi realizada da mesma forma citada nos
animais tratados com fluoxetina, através do teste estatistico Krukall-Wallis
(ANOVA, nao-paramétrico; KW). Na lamina medial ndo encontramos diferencas
na quantificacdo de células bipolares e multipolares DCXir/mm?2 (figura 12D), o
mesmo para ceélulas bipolares da area triangular. No entanto encontramos
diferencas nas células multipolares da area triangular (KW: H ( 2, N= 17) =9,25

p = 0,009, figura 12H) que foi maior no grupo CET 10.

Houve diferencas também na lamina lateral, na quantificacdo de células
bipolares (KW: H ( 2, N=17) =11,35 p = 0,003) e células multipolares (KW: H (
2, N=17) =9,94 p = 0,006), nos dois casos 0 numero de células DCXir/mmz2 foi
maior no grupo CET 10 (figura 12F). Nesta regido quantificada encontramos
diferengas também na desidade total de células (bipolares + multipolares) (KW:
H (2, N=17)=10,01 p = 0,006; figura 12G) maiores nos grupos CET 2,5 e CET
10.

Em resumo o tratamento com diferentes doses de cetamina provocou
um aumento no nimero de células multipolares na regido da area triangular e
também bipolares na regido da lamina lateral do hipocampo de animais
tratados com as doses 2,5 mg/Kg e 10 mg/Kg. Esse aumento também foi
observado quando avaliado o niamero de células DCXir/area e na densidade

total de células.
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Figura 10. Efeitos do tratamento crénico com CET sobre o niumero de células DCX-ir
no Hipocampo (HP). A- Fotomicrografia (barra de escala 500 um) de lamina lateral de
HP retirado de pombo do grupo VEI. B- Fotomicrografia (barra de escala 500 um) de
lamina lateral de HP direito retirado de pombo do grupo CET 2,5. C- Fotomicrografia
(barra de escala 500 um) de lamina lateral de HP retirado de pombo do grupo CET 10.
D- quantificacdo da densidade de células bipolares e multipolares da lamina medial. E-
guantificacdo da densidade celular total da lamina medial. F- quantificacdo da
densidade de células bipolares e multipolares da area triangular. G- quantificacao
da densidade celular total da &rea triangular. H- quantificacdo da densidade de
células bipolares e multipolares da lamina lateral. E- quantificacdo da
densidade celular total da lamina lateral. (*) indica diferenca significante
(p<0,05, teste de Kruskal-Wallis) em relagdo ao veiculo. Os dados sé&o
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5. DISCUSSAO

Neste trabalho, observamos que a administragdo aguda ou crdnica de
FLX e de CET afetam a expressao de comportamentos defensivos em relacao
a estimulos estressantes provocados pela separacdo dos congéneres seguida
de exposicdo ao ADON. Estes efeitos ndo parecem serem desencadeados pela
repeticdo dos testes. A reexposicdo ao teste ADON dos animais pertencentes
ao grupo CNT provocou aumento modesto na frequéncia de um dnico
comportamento exploratério tardio (os movimentos angulares de cabeca) da
fase ON na E2 e E3 em relacédo a E1 (E2 sendo estatisticamente indistinguivel
de E3). Este discreto efeito ndo modificou um achado constante nas 3
exposices: 0s comportamentos exploratérios, locomotores e defensivos
durante AD sao similares quantitativamente aos observados apés o ON nas 3
exposicdes ao ambiente em animais nao tratados com drogas ou tratados com

veiculo.

Por outro lado, o tratamento agudo com FLX (10 mg/Kg) aumentou o
comportamento de espiar no AD, sem afeta-lo na etapa ON. Ambas as doses
de FLX utilizadas neste estudo aumentaram as diferencas entre o espiar e a
locomocéo feitos durante o AD e o realizado apés o ON. Estes efeitos foram
acarretados por aumento nestes comportamentos durante a fase AD. Além
disto, ambas as doses de FLX diminuiram os movimentos angulares da cabeca
em AD quando comparados ao ON (que nao foram modificados pelo
tratamento). Ja o tratamento agudo com CET (nas duas doses) diminui a
duracéo e frequéncia de espiar e da locomog¢do no ON e aumentou a duracdo
(mas ndo a frequéncia) dos movimentos angulares de cabeca no ON. Além
disto o tratamento crébnico com a FLX aumentou a duracdo (mas ndo a
frequéncia) dos movimentos angulares de cabeca no ON, e ndo afetou os
demais comportamentos registrados, enquanto a CET aumentou o espiar e a
exploracdo do assoalho em AD. Estes dados sugerem que eventuais efeitos do
reteste E2 e E3 ndo contribuiram para os efeitos observados apos primeira

injecdo ou apds o tratamento cronico com estas drogas.

Este resumo geral sugere que os efeitos comportamentais agudos e
cronicos das duas drogas usadas neste trabalho foram diferentes entre si, e

podem ser melhor analisados separadamente. Em relagdo a CET, seus efeitos
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agudos parecem ser essencialmente hipnoéticos: além de diminuir a locomocéao,
as diferencas no espiar antes e apdés o ON aparentam ter sido provocadas
principalmente  por uma diminuicAo neste comportamento  anti-
predacao/exploratorio (ver adiante) em resposta ao ON. Além disso,
comportamentos semelhantes a sono foram observados em animais tratados
com CET 10mg/Kg imediatamente ap0s as inje¢des, durante o periodo de 30
min antes do teste ADON. O tratamento cronico com a dose mais elevada de
CET, no entanto, induz um aumento da atividade de exploracédo do assoalho e
para o ambiente (espiar), sugerindo uma desinibicdo do comportamento em

face dos estimulos estressantes fornecidos pelo teste.

Desinibicdo comportamental também foi observada em mamiferos apods
o tratamento com drogas antidepressivas (MITCHELL e REDFERN, 1992).
Desinibicho comportamental pode ser induzida por drogas ou ser
manifestacbes comportamentais mais graves em um efeito geral que a droga
tem sobre as emocbes e comportamentos, no entanto, a incidéncia de
desinibicdo = comportamental induzida  por  antidepressivos  varia
consideravelmente e ndo pode ser calculada com precisdo (BOND, 1998). O
tratamento crénico (7 dias) e agudo (1 dia) com CET na dose de 10 mg/kg
reduz a imobilidade no teste ADON. Assim, a acdo desta droga parece ser
apenas parcialmente semelhante em mamiferos e em pombos, jA que neste
altimo sé observamos os efeitos desinibitétios apés 7 dias de tratamento.
Zhang et al (2015) também mostraram efeito antidepressivo em ratos com
tratamento cronico por 3 e 7 dias, sendo que no tratamento cronico por 7 dias
consecutivos, o0 tempo de imobilidade no teste de natacdo forcada foi
significantemente menor do que o grupo controle, reforcando nossos

resultados.

Esta suposta desinibicAo comportamental de pombos tratados com CET
em resposta a um estimulo ameacador moderado (como a separagdo social
breve com a transferéncia para um ambiente desconhecido e do qual ndo se
pode fugir ou esquivar), deve ser discutida por meio de uma analise do
comportamento de espiar. O comportamento de espiar € um comportamento
com movimentos balisticos de alta frequéncia da cabeca e do pescoco,

mesclando movimentos para cima e para baixo e para frente e para tras,
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dirigindo os olhos e os meatos auditivos para cima e para o chdo; o corpo e 0s
pés permanecem imoéveis durante este comportamento. Ele € expresso por
pombos confrontados com estimulos potencialmente ameacadores ou
perigosos, incluindo o manuseio, aproximacdes abruptas de humanos em
direcdo a gaiola, isolamento acustico e visual da ave de seus membros da
mesma espécie (SOUZA et al, 2009), subitos e intensos ruidos de baixa
frequéncia (FERRARI et al, 1999) e a apresentacdo de estimulos predatérios
(um falcdo empalhado ou o seu canto), mas ndo a um estimulo n&o-predatorio
ou neutro (um faisdo empalhado ou o seu canto; STEPHAN e BUGNYAR,
2013). Também descrito nos tordos americanos (Turdus migratorius;
VANDERHOFF e EASON, 2009), esses movimentos sao considerados uma
estratégia anti-predacdo envolvendo inspec¢do sensorial de estimulos

ameacadores.

Espiar é diferente dos movimentos de varredura (movimentos angulares
da cabeca), que envolvem movimentos angulares discretos da cabeca
principalmente no plano horizontal, com movimentos de pesco¢o ausentes.
Assim, aumentos ou diminuicbes neste comportamento podem ser
interpretados como aumentos ou diminuicdes na aversividade do ambiente
percebida pelo pombo. Neste contexto, os efeitos do tratamento crénico com a
CET, aumentando o espiar e a exploracdo do assoalho, poderiam indicar uma
mudanca na forma usada pelo animal de lidar com o ambiente ameacador. A
CET teria, de acordo com esta especulacdo, diminuido a inibicdo
comportamental provocada pelo seu transporte a um ambiente estranho e
separado de seus congéneres, e aumentado a expressao de comportamentos

ativos de vigilancia antipredatoria.

O tratamento agudo com as duas doses de FLX aumentou o
comportamento de movimentos angulares de cabeca ap6s o ON, apontando
um aumento da aversividade do ambiente apds a novidade apresentada ao
animal, sugerindo um efeito ansiogénico da droga. Este efeito também é
observado em ratos submetidos ao teste de labirinto em cruz elevado, onde
com o tratamento agudo nestes animais, foi observado a diminuicdo do
percentual de entradas e o tempo gasto nos bracos abertos, mostrando um

perfil ansiogénico da administracdo aguda da FLX (SILVA e BRANDAO, 2000;
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SILVA et al, 1999). Este efeito ansiogénico foi visto também em camundongos
exposto a um predador natural, onde uma unica administracdo de FLX
potenciou reacdes de defesa em resposta ao predador (GRIEBEL et al, 1995).
Porém, os tratamentos cronicos nas doses de 2.5mg/Kg e 10mg/kg néo
alteraram os comportamentos de locomocdo e espiar, sugerindo que o
ambiente se tornou menos ameagador ao animal. Efeito similar pode ser visto
em mamiferos (MEZADRI et al, 2011; CAMPOS et al, 2013; GRIEBEL et al,
1995; SILVA e BRANDAO, 2000).

A comparacao entre os efeitos agudos (E2) e crénicos (E3) da FLX e
da CET adicionam informacdes interessantes aos efeitos destas drogas. O
tratamento crénico com FLX (E3), nas duas doses, aumentou o espiar e a
locomocédo em relacéo ao tratamento agudo (E2), sugerindo que a repeticdo do
tratamento com a FLX aumenta seus efeitos desinibitérios sobre o0s
comportamentos defensivos ativos. Em roedores, o tratamento agudo com FLX
provocou maior imobilidade no teste de natagao forcada (MEZADRI et al, 2011)
e no teste de exposicdo ao predador (CAMPOS et al, 2013). No teste de nado
forcado, a imobilidade pode ser interpretada como uma forma do animal lidar
com um estimulo estressante. A maior ou menor expressao deste
comportamento ao longo de uma bateria de testes sdo importantes para
analisar os efeitos das drogas antidepressivas, que neste caso tende a ser
maior apos o tratamento agudo da FLX, aumentando a imobilidade (MEZADRI
et al, 2011). O tratamento crénico com FLX diminui a expressao de
comportamentos defensivos em ratos expostos a um predador, sugerindo um
perfil antidepressivo da droga (GRIEBEL et al, 1995).

J& os efeitos do tratamento cronico e agudo com a CET sobre o espiar e
os demais comportamentos foram essencialmente similares. Apenas para a
dose de 2.5 mg/Kg observamos uma discreta reducéo na frequéncia de espiar
com o tratamento cronico. Diferentemente da FLX, os efeitos desinibitorios da
CET manifestam-se ja no tratamento agudo e ndo mudam com a repeticdo. Em
ratos, o tratamento agudo com CET provoca desinibicdo e estes efeitos ndo se
modificam com o tratamento cronico, fato evidenciado no teste de natacdo
forcada (ZHANG et al, 2015; XIAN-CANG et al, 2013; GHANG-ZHANG et al,
2013).
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Os tratamentos crénicos com a FLX ou com a CET ndo modificaram a
expressdo da imobilidade tonica, um comportamento extremo de defesa,
realizado frente a uma situacdo inescapavel. Essa falta de resposta pode se
dar pelo fato do bloqueio dos receptores NMDA, que foi mostrado por atuar na
resposta da IT em mamiferos, pois a administracdo sistémica do antagonista do
receptor NMDA abole os efeitos de IT em ratos e porquinhos-da-india (Cavia
Porcellus) (COUTINHO e MENESCAL DE OLIVEIRA, 2009).

No tratamento com FLX observamos também que duracdo de IT e
tentativas de IT ndo apresentaram diferencas entre os tratamentos. A analise
de sobrevivéncia também ndo apresentou diferengcas entre os tratamentos e
ndo encontramos nenhuma correlacdo entre duragcédo e numero de tentativas de
IT com os coportamentos observados no ADON. No estudo com diferentes
cobaias e usando diferentes classes de antidepressivos entre eles o ISRS,
Olsen et al (2002) observou que a FLX e outros antidepressivos da classe dos
ISRS néo possuem quaisquer efeitos sobre a duragédo de IT em porquinhos-da-
india (Cavia Porcellus). No entanto, pombos alojados em ambiente enriquecido
possuem maior duracdo de IT em comparacdo aos animais alojados em
ambiente padrdo de laboratério (MELLEU et al, 2015). Enriquecimento
ambiental possui efeitos comportamentais em mamiferos que ja foram
sugeridos como similares aos dos antidepressivos (POSSAMAI et al, 2015;
LEGER et al, 2014; HENDRIKSEN et al, 2013). Portanto, pelo menos para o
pombo, as drogas antidepressivas investigadas no presente trabalho nao
parecem ter efeitos comparaveis aos do enriqguecimento ambiental em relacdo
a este comportamento defensivo extremo. Nestes achados tanto FLX quanto
CET tiveram acbes antidepressivas no teste comportamental ADON, mas néo
na IT, enquanto o enriquecimento ambiental parece ter, além do efeito
semelhante aos antidepressivos, ter acdo sobre a duracdo de IT, pois a
exposicao a ambientes enriquecidos pode favorecer a inibicdo comportamental
defensiva em pombos em resposta a estimulos potencialmente ameagadores
(MELLEU et al, 2015).

Os mecanismos que controlam a neurogénese e sua relevancia para

comportamentos defensivos em aves néo-oscinas ainda nao estdo bem
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esclarecidos (MELLEU et al, 2015). No entanto, em mamiferos, os
comportamentos de defesa podem estar relacionados com a neurogénese.
Andrade et al (2013) no teste de estresse imprevisivel obervou que ratos
estressados possuiram menor numeros de células DCX-ir que ratos néo
estressados. Em camundongos, os comportamentos de defesa motivados pelo
estresse cronico estavam associados a um decréscimo na neurogénese de
curto prazo (24 horas), que foi totalmente recuperado ao longo prazo (6
semanas; ELIZALDE et al, 2010). Estes dados mostram que 0 estresse

interfere na neurogénese.

Os comportamentos defensivos observados no teste do ADON, podem
ter sido provocados pelo estresse do procedimento experimental, e que o efeito
antidepressivo retardado da FLX em comparacédo da CET pode ter causado as
diferencas entre os tratamentos na neurogénese, pois, 0 estresse cronico
induziu mudancas duradouras e especificas em atividade neuroral e niveis dos
neurotransmissores glutamatérgicos (ELIZALDE et al, 2010), e é possivel
sugerir que o sistema serotonérgico esta fortemente envolvido com o aumento

de ansiedade apés a exposicao ao estresse cronico (ANDRADE et al, 2013).

Outra evidéncia importante de que os comportamentos defensivos sé&o
independentes da neurogénese foi observada em ratos e camundongos
tratados com FLX em diferentes doses. Nestes estudos o tratamento crénico
provocou efeitos somente antidepressivos nos animais (SAH et al, 2012;
HUANG et al, 2004; HOLLICK et al, 2008), esses dados mostram que o efeito
antidepressivo da fluoxetina é independente da neurogénse hipocampal como
tem sido evidenciado em diversos estudos (HUANG et al, 2004; SANTARELLI
et al, 2003). No entanto, ha na literatura estudos que mostram que o bloqueio
de receptores NMDA aumenta o numero de células recém-nascidas no cérebro
de rato (GOULD e TANAPAT, 1997; NACHER et al, 2003), o que corresponde
com 0s nossos achados. Outros estudos também mostram que a neurogénese
pode estar ligada ao tratamento com outros antagonistas do receptor NMDA no
cérebro de mamiferos (NACHER et al, 2003; KITAYAMA et al, 2003).

O tratamento cronico (7 dias) com CET nas doses de 2.5 ou 10 mg/kg,
aumentou o numero de neurbnios DCX-ir no hipocampo de pombos. O

tratamento cronico com 10 mg/Kg de CET aumentou a neurogénese na area
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triangular e lamina lateral do hipocampo dos pombos enquanto que o
tratamento com 2.5 mg/Kg aumentou a neurogénese somente na lamina
lateral. Considerando que apenas 10 mg/Kg de cetamina promoveu efeitos
comportamentais apds o tratamento crénico, € plausivel afirmar que a
neurogénese na lamina lateral do hipocampo ndo esta relacionado a efeitos
comportamentais da cetamina em pombos adultos. Por outro lado, a
neurogénese na area triangular do hipocampo de pombos (homélogo ao giro
denteado hipocampal de mamiferos, MELLEU et al, 2013, 2015) poderia
contribuir para os efeitos comportamentais da cetamina, porém mais estudos
devem ser realizados para esclarecer esta evidéncia. Retirei uma frase

pontuada aqui

Em contrapartida, o tratamento crénico com FLX n&o provocou
alteracdes neurogénicas no hipocampo de pombos adultos, sugerindo que a
neurogénese € independente da resposta a comportamentos defensivos (SAH
et al, 2012; HUANG et al, 2004; HOLLICK et al, 2008), embora esteja
relacionada com respostas ao estresse crénico (ELIZALDE et al, 2010;
ANDRADE et al, 2013). O tratamento crénico com 2.5mg/Kg de FLX, ainda que
sem significancia, aumentou o ndmero de células DCX-ir na lamina medial e
diminuiu consideravelmente na lamina lateral. Essa diminuicdo foi observada
nas trés areas analisadas no tratamento crénico com 10 mg/Kg de FLX, essa
diminuicdo no numero de células na lamina lateral em ambas as doses usadas
para o tratamento crénico pode ter sido para dar origem as células que se
instalaram na area triangular e lamina medial do Hp de pombos (MELLEU et al,
2013), pois a presenca de uma regido proliferativa adjacente a lamina lateral e
a vulnerabilidade destas células as alteracdes ambientais (MELLEU et al, 2015)

dao suporte aos resultados do nosso estudo.



75

6. CONCLUSAO

Observamos que a administragcdo aguda ou cronica de FLX e de CET
afetam a expressdo de comportamentos defensivos em relacdo a estimulos
estressantes provocados pela separacdo dos congéneres seguida de
exposicao ao ADON, com efeitos antidepressivos consistente com os achados
na literatura. O tratamento cronico com FLX afetou os comportamentos em AD,
na dose de 10mg/Kg aumentou os movimentos angulares de cabeca no ON em
comparacao ao AD, sugerindo que com o ON o comportamento de vigilancia
ficou mais evidente em virtude da novidade apresentada, ja nas duas doses
aumentou o espiar em relacéo ao tratamento agudo, sugerindo que a repeticdo
do tratamento com FLX aumentou os efeitos desinibitorios sobre os
comportamentos defensivos ativos, pois 0 ambiente novo passou a ser

potencialmente menos ameacador.

Em relacdo a CET, seus efeitos agudos parecem ser essencialmente
hipnéticos pois diminui a locomocédo e o espiar apos o ON. Essa diferenca foi
provocada por uma diminuicdo nestes comportamentos em resposta ao ON.
Porém, ap6s o ON ocorreu um aumento no comportamento de movimentos
angulares de cabeca, que assim como ocorreu no tratamento com FLX, parece
ter aumentando em resposta a novidade apresentada. Este comportamento
envolve movimentos angulares discretos da cabeca que podem ser
interpretados como comportamentos de aversividade do ambiente percebidos

pelo pombo em fungéo do ON.

Os comportamentos defensivos observados no ADON podem ter sido
provocados pelo estresse do procedimento experimental de um ambiente
desconhecido. O efeito “antidepressivo” retardado da FLX em comparag¢do com
a CET pode ser responsavel pelas diferencas entre os tratamentos na
neurogénese pois observamos um aumento na neurogénese hipocampal dos
animais tratados com CET, o que ndo ocorreu com a FLX. Nestes achados
tanto FLX quanto CET tiveram ac¢des semelhantes a antidepressivos, no teste
comportamental ADON, mas nao na IT. Com base nestes resultados, podemos
sugerir que comportamentos defensivos de pombos e neurogénese séo
sensiveis a tratamentos com antidepressivos e alteracdes ambientais. Além

disso esses animais oferecem um modelo interessante para o estudo de



mecanismos comportamentais e heurogénicos.
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Tabela 1 (Anexo 1): Comportamentos durante as exposicoes (E1,E2 e
E3) ao testo ADON no grupo CNT

Estatistica
Comportamento Exposicdo E1 (n=6) E2 (n=6) E3 (n=6) Friedman ANOVA
X(N=6,df=2); p

Dur AD 285.04+116.98 313.53t105.63 218.91%86.45 1,33; 0,51
Espiar Dur ON 247.04+109.25 380.00£73.00  466.27+107.93 2,33;0,31

Freq AD 20.1645.12 16.6624.21 20,66+4.78 2,33; 0,31

Freq ON 17.16+5.20 24.33+3.09 22.16+2.46 2,33; 0,31
Movimento Dur AD 93.70+43.26  142.43%36.78  125.92+47.67  1,33;0,51
Angular de Dur ON 176.80+51.45 133.56+44.83  111.64+31.97  0,33;0,84
Cabega Freq AD 5.50+1.68 6.16+1.66 4.83+1.13 0.33; 0.84

Freq ON 3.000.89 6.33+1.33% 6.16+1.30 2 6.38; 0,04

Dur AD 0.00+0.00 0.00£0.00 0.00+0.00 0
i’gg'oogl?]%éo d°  puron 0.00£0.00 0.00£0.00 0.00£0.00 0

Freq AD 0.00£0.00 0.00£0.00 0.00£0.00 0

Freq ON 0.00£0.00 0.00£0.00 0.00£0.00 0

Dur AD 3.97+2.41 15.45+7.02 10.99+4.18 4.00; 0.13
Locomog&o Dur ON 12.86+3.99 31.40£16.45  38.08+17.56  3.00; 0.22

Freq AD 3.3322.15 5.33+1.78 4.00+1.46 2.33;0.31

Freq ON 7.00+2.26 7.502.91 7.33+1.49 0.60; 0.73

Dur AD 45.05£29.28  0.00%0.00 0.00£0.00 4.00; 0.13
Repouso Dur ON 0.00+0.00 0.00£0.00 0.00£0.00 0

Freq AD 0.33+0.21 0.00+0.00 0.00£0.00 4.00; 0.13

Freq ON 0.00+0.00 0.00£0.00 0.00£0.00 0

Dur AD 52.96452.29  02.34+92.34  45.68+45.68  2.00; 0.36
Z‘l‘gﬁgidade Dur ON 132.17+77.48  60.42+58.49  1.97+1.32 3.90; 0.14

Freq AD 1.1621.16 0.50£0.50 0.33:0.33 2.00; 0.36

Freq ON 1.3320.42 0.50+0.34 0.33:0.21 4.62; 0.09
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Tabela 2 (Anexo 1): Efeitos da reexposi¢cdo ao ADON com os intervalos
usados nos experimentos com as drogas antidepressivas no grupo controle de

FLX
Teste Reteste Estatistica
Comportamento Exposicédo Wilcoxon Matched
E2 (n=6) E3 (n=6) Pairs Test p-value
Espiar Dur AD 244.71+72.34 340.08+91.1 0.24
Dur ON 157.85+90.72 356.56+98.29 © 0.04
Freq AD 16.00+5.23 20.83+2.84 0.34
Freq ON 13.16+4.13 21.33+4.76 0.75
Movimento Dur AD 125.85+41.90 69.45+30.40 0.46
égggg de Dur ON 135.23+29.02 89.65+31.37 © 0.04
Freq AD 5.16+£1.49 4.50+1.28 0.85
Freq ON 6.33+£1.60 5.00+1.34 0.28
Exploracéo do Dur AD 0.65+0.44 9.96+9.96 0
Assoalho Dur ON 9.90+9.90 9.90+9.90 0
Freq AD 0.33+0.21 1.50+1.50 0
Freq ON 0.00+0.00 0.83+0.83 0
Locomogao Dur AD 13.37+8.45 29.92+15.36 ¢ 0.02
Dur ON 21.84+13.97 55.97+26.51 0.28
Freq AD 5.00£2.54 8.0015.27 0.46
Freq ON 3.16+1.81 10.50+5.51 0.10
Repouso Dur AD 52.00+36.14 16.56+£10.47 0
Dur ON 165.15 61.49 0.17
Freq AD 1.33+0.71 0.33+0.33 0
Freq ON 3.66+1.30 0.66+0.66 0.17
Imobilidade Alerta Dur AD 0.00+0.00 0.00+0.00 0
Dur ON 0.00+0.00 0.00£0.00 0
Freq AD 0.00+0.00 0.00£0.00 0
Freq ON 0.00+0.00 0.00+0.00 0
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Tabela 3 (Anexo 1): Efeitos da reexposi¢cdo ao ADON com os intervalos usados
nos experimentos com as drogas antidepressivas no grupo controle de CET

Teste Reteste Estatistica
Comportamento Exposicéo Wllcoxon'
E2 (n=6) E3 (n=6) Matched Pairs
Test p-value
Espiar Dur AD 168.88+59.94 297.16+68.94 0.11
Dur ON 144.89+55.17 177.88+65.47 0.31
Freq AD 14.12+2.99 22.37+3.55° 0.01
Freq ON 11.62+4.21 14.87+4.26 0.39
Movimento Dur AD 550.53+102.11 329.71+93.05° 0.04
égggg de Dur ON 606.96+74.11 546.31£72.69 0.20
Freq AD 13.50+£2.01 12.12+2.20 0.73
Freq ON 7.00£1.71 11.25+2.76 0.12
Exploracéo do Dur AD 1.42+1.42 1.33+0.65 0.65
Assoalho Dur ON 0.00£0.00 0.27+0.27 0
Freq AD 0.37+0.37 0.75+0.36 0.65
Freq ON 0.25+0.25 0.12+0.12 0
Locomogéo Dur AD 11.84+4.29 43.85+24.87 0.04
Dur ON 12.25+5.89 18.01+7.49 0.06
Freq AD 4.12+1.31 9.37+2.82° 0.02
Freq ON 3.62+1.70 5.25+1.66 0.06
Repouso Dur AD 0.00+0.00 0.00+0.00 0
Dur ON 0.00+0.00 0.00+0.00 0
Freq AD 0.00+0.00 0.00+0.00 0
Freq ON 0.00+0.00 0.00+0.00 0
Imobilidade Alerta Dur AD 0.00+0.00 0.00+0.00 0
Dur ON 12.15+£12.15 0.00+0.00 0
Freq AD 0.00+0.00 0.00+0.00 0
Freq ON 0.12+0.12 0.00+0.00 0
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Tabela 4 (Anexo 1): Comportamentos no tratamento agudo ao teste
ADON (E2) no grupos experimentais VEH, FLX 2,5 e FLX 10,0 tempos totais

Estatistica
Comportamento Exposicdo VEI (n=6) FLX 2,5 (n=6) FLX 10 (n=6) Kruskal-Wallis:
H (2, N=18)
Dur AD 244.71+£72.34 321.33+49.36 503.49+72.57% 6.24; 0,04
Espiar Dur ON 157.85+90.72 156.43+98.65 b 213.34194.53b 0.04; 0,97
Freq AD 16.00+5.23 35.16+£9.94 39.16+£13.62 2.76; 0.25
Freq ON 13.16+4.13 8.50+2.37 b 13.50+£3.91 0.98; 0.61
Dur AD 125.85+41.90 88.79+29.26 29.17+£20.48 4.55;0.10
Movimento Dur ON 135.23+29.02  201.57+27.56°  162.20+30.67 3.00; 0.22
Angular de
Cabeca Freq AD 5.16+1.49 7.1612.24 3.50+1.82 1.62;0.44
Freq ON 6.33+£1.60 3.83x1.51 7.33£2.12 2.80;0.24
Dur AD 0.64+0.44 1.51+1.00 2.20+1.15 0.65; 072
Exploragéo do Dur ON 9.90+9.90 0.00+0.00 0.00+0.00 2.00; 0.36
Assoalho Freq AD 0.33+0.21 0.50+0.34 0.83+0.40 0.88; 0,64
Freqg ON 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00; 1.00
Dur AD 13.37+8.45 40.80£31.02 77.13+37.48 3.20; 0.20
Dur ON 21.84+£13.97 4.17+£2.45 3.89+1.56 b 2.93;0.23
Locomocgéao
Freq AD 5.00+£2.54 17.33+£12.59 32.83+£15.12 4.09; 0.12
Freq ON 3.16+1.81 3.00+1.54 2.00+0.77 b 0.02; 0.98
Repouso Dur AD 52.00+£36.14 15.35+15.35 0.00+0.00 3.97;0.13
Dur ON 165.15+61.49 78.62+35.76 61.14+£38.70 1.44;0.48
Freq AD 1.33x0.71 0.16+0.16 0.00+0.00 4.59; 0.10
Freq ON 3.66+1.30 2.00+0.89 0.66+0.49 3.22;0.19
Dur AD 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00; 1.00
Imobilidade Dur ON 0.00£0.00 50.70+35.61 11.89+11.03 2.46; 0.29
Alerta Freq AD 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00; 1.00
Freq ON 0.00+0.00 1.66x1.47 0.33+£0.21 2.42;0.29
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Tabela 5 (Anexo 1): Comportamentos no tratamento cronico ao teste ADON

(E3) no grupos experimentais VEH, FLX 2,5 e FLX 10,0 tempos totais

Estatistica
Comportamento Exposicéo VEI (n=6) FLX 2,5 (n=6) FLX 10 (n=6) Kruskal-Wallis:
H (2, N=18)
Dur AD 340.08+91.1 496.64+74.63 470.66+£103.51 1.06; 0.58
Espiar Dur ON 356.56+98.29 487.32+64.20 307.65+79.34 3.02;0.21
Freq AD 20.83+2.84 25.66+2.61 30.50+4.83 2.56; 0.27
Freq ON 21.33+4.76 24.50+5.27 22.00+4.15 0.008; 0.99
Dur AD 69.45+30.40 49.24+28.75 28.51+11.61 0.73; 0.69
Movimento Dur ON 89.65+31.37 74.07+28.48 111.96+33.15° 1.06; 0.58
Angular de
Cabeca Freq AD 4.50+1.28 4.50+1.52 5.00+1.86 0.37;0.82
Freq ON 5.00+1.34 3.50+0.88 7.16+1.01 3.60; 0.16
Dur AD 9.96+9.96 0.23+0.23 0.34+0.34 0.0.27; 0.98
Exploracéo do .
Assoalho Dur ON 9.90+9.90 0.43+0.43 0.00+0.00 1.06; 0.58
Freq AD 1.50+1.50 1.50+1.31 1.16+1.16 0.53; 0.76
Freq ON 0.83+0.83 0.16+0.16 0.00+0.00 1.06; 0.58
Dur AD 29.92+15.36 32.80+13.23 25.48+10.43 0.92; 0.62
Locomocgéao Dur ON 55.97+£26.51 35.44+16.36 12.54+4.18 1.26; 0.53
Freq AD 8.0045.27 13.33+4.12 11.50+4.72 2.40; 0.29
Freq ON 10.50+5.61 14.50+6.12 6.50+1.64 1.79; 0.42
Dur AD 16.56+10.47 28.99+28.99 0.00+0.00 2.02;0.36
Dur ON 0.00£0.00 9.4449.44 41.32426.16 2.52;0.28
Repouso
Freq AD 0.331£0.33 1.16+1.16 0.00+0.00 1.06; 0.58
Freq ON 0.66+0.66 0.50+0.50 0.83+0.65 0.51; 0.77
Dur AD 0.00£0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00; 1.00
Imobilidade .
Alerta Dur ON 0.00+0.00 14.60+14.60 11.33+10.68 2.02; 0.36
Freq AD 0.00£0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00; 1.00
Freq ON 0.00£0.00 0.16+0.16 0.33+0.21 2.26;0.32
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Tabela 6 (Anexo 1): Comparacao entre os efeitos agudos (E2) e cronicos (E3)

da FLX 2.5 mg/Kg

Teste Reteste Estatistica
Comportamento Exposicéo Wilcoxon Matched
E2 (n=6) E3 (n=6) Pairs Test p-value
Dur AD 321.33+49.36 496.64+74.63° 0.02
Espiar Dur ON 156.43+98.65 487.32+64.20° 0.04
Freq AD 35.16+9.94 25.66+2.61° 0.02
Freq ON 8.50+2.37 24.50+5.27 ¢ 0.02
. Dur AD 88.79+29.26 49.24+28.75 0.14
Movimento
Angular de Dur ON 201.57+27.56 74.07+28.48 € 0.04
Cabeca
Freq AD 7.16+2.24 4.50+1.52 0.46
Freq ON 3.83+1.51 3.50+0.88 0.78
Dur AD 1.51+1.00 0.23+0.23 0
Exploragéo do
Assoalho Dur ON 0.00+0.00 0.43+0.43 0
Freq AD 0.50+0.34 1.50+1.31 0
Freq ON 0.00+0.00 0.16+0.16 0
Dur AD 40.80+31.00 32.80+13.23 0.75
Locomocéo Dur ON 4.17+2.45 35.44+16.36 ° 0.04
Freq AD 17.33+12.59 13.33+4.12 0.34
Freq ON 3.00+1.54 14.50+6.12 ¢ 0.02
Dur AD 15.35+15.35 28.99+28.99 0.22
Dur ON 78.62+35.76 9.44+9.44° 0.04
Repouso
Freq AD 0.16+0.16 1.16+1.16 0.34
Freq ON 2.00+0.89 0.50+0.50 0.06
Dur AD 0.00+0.00 0.00+0.00 0
Imobilidade Alerta Dur ON 50.70+35.61 14.60+14.60 0.75
Freq AD 0.00+0.00 0.00+0.00 0
Freq ON 1.66+1.47 0.16+0.16 0.09
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Tabela 7 (Anexo 1): Comparacao entre os efeitos agudos (E2) e cronicos (E3)
da FLX 10 mg/Kg

Teste Reteste Estatistica
Comportamento Exposicéo Wilcoxon Matched
E2 E3 Pairs Test p-value
Dur AD 503.49+72.57 470.66+103.51 0.60
Espiar Dur ON 213.34+94.53 307.65£79.34 1.00
Freq AD 39.16+13.62 30.50+4.83 0.59
Freq ON 13.50+3.91 22.00+4.15° 0.02
Dur AD 29.17+20.48 28.51+11.61 1.00
Movimento Dur ON 162.29+30.67 111.96+33.15 0.22
Angular de
Cabeca Freq AD 3.50+1.82 5.00+1.86 0.71
Freq ON 7.3322.12 7.1621.01 0.22
Dur AD 2.03+1.15 0.34+0.34 0
Exf\'sosrggﬁ]oodo Dur ON 0.00+0.00 0.00+0.00 0
Freq AD 0.83+0.40 0.16+0.16 0
Freq ON 0.00£0.00 0.00£0.00 0
Dur AD 77.13+37.48 25.48+10.43° 0.04
Locomog&o Dur ON 3.89+1.56 12.54+4.18° 0.02
Freq AD 32.83+15.13 11.50+4.72 0.17
Freq ON 2.00+0.77 6.50+1.64 ¢ 0.04
Dur AD 0.00£0.00 0.00£0.00 0
Repouso Dur ON 61.14+38.70 41.32426.16 0
Freq AD 0.00£0.00 0.00£0.00 0
Freq ON 0.6620.49 0.83+0.65 0
Dur AD 0.00£0.00 0.00£0.00 0
'mOAblgf:de Dur ON 11.89+11.03 11.33+10.68 0
Freq AD 0.00£0.00 0.00£0.00 0
Freq ON 0.3310.21 0.3320.21 0.65
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Tabela 8 (Anexo 1): Comportamentos no tratamento agudo ao teste

ADON (E2) nos grupos experimentais VEH, CET 2,5 e CET 10,0, tempos totais

Estatistica
Comportamento Exposicéo VEI (n=8) CET 2,5 (n=8) CET 10 (n=7) Kruskal-Wallis:

H (2, N=18)

Dur AD 297.16+68.94  264.18+84.27 270.26+69.11 0.23: 0.88

Espiar DurON  177.50+65.47  47.34+1530°  136.33+32.91" 3.75;0.15
Freq AD 22.37+3.55 14.25+3.15 21.28+6.81 1.61; 0.44

Freq ON 14.87+4.26 6.75+1.78" 11.57+2.95 2.45;0.29

Dur AD 329.71493.04  497.49+94.42 366.19+61.85 2.55; 0.27

'\A/'r?;LTaer”Jg Dur ON 546.31:72.69  605.90+60.44  530.39+42.94° 1.10; 057
Cabeca Freq AD 14.12+2.20 11.00+2.29 15.42+3.66 1.20,0.54
Freq ON 11.25+2.76 8.75+1.25 10.14+1.88 0.06; 0.96

Exploracio do Dur AD 1.33+0.65 0.14+0.14 4.97+3.89 1-583 0.45
Assoalho Dur ON 0.27+0.27 0.63+0.63 12.66+12.66 0.05; 0.97
Freq AD 0.75+0.36 0.12+0.12 0.71+0.47 1.64;0.43

Freq ON 0.12+0.12 0.25+0.25 1.00+1.00 0.05; 0.97

Dur AD 43.85+24.87 5.23+1.65 8.83+2.72 2.61;0.27

Locomogéo Dur ON 18.01+7.49 1.7520.79° 5.42+3.68 6.63; 0.03
Freq AD 9.37+2.82 2.87+0.89 3.71+1.04 3.33,0.18

Freq ON 5.25+1.66 1.00£0.37 2" 2.42+1.32 6.29;0.04

Dur AD 0.00+0.00 0.00+0.00 57.40+51.25 2 4.77;0.04

Repouso Dur ON 0.00+0.00 28.50+20.78 *° 35.29+23.32°2 2.47,0.04
Freq AD 0.00%0.00 0.00%0.00 5.80+5.48 4.77;0.09

Freq ON 0.00%0.00 0.12+0.12 21.08+20.91 2.68;0.26

obilidade Dur AD 0.00%0.00 0.00%0.00 0.00%0.00 0.00; 1.00
Alerta Dur ON 12.15+12.15 6.45+4.65 6.62+5.36 0.36; 0.83
Freq AD 0.00%0.00 0.00%0.00 0.00%0.00 0.00; 1.00

Freq ON 0.12+0.12 0.25+0.16 0.28+0.18 0.61;0.73
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Tabela 9 (Anexo 1): Efeitos do tratamento crénico nos comportamentos
nos grupos VEH, CET 2,5 e CET 10,0 ao teste ADON (E3),tempos totais

ON

Estatistica
Comportamento Exposicao VEI (n=8) CET 2,5 (n=8) CET 10 (n=7) Kruskal-Wallis
H (2, N=23)
Dur AD 168.88+59.94 144.30+42.64 278.89+76.08 2.37;0.30
ON 144.89+55.17 72.42+18.80 96.12+19.07" 1.10; 0.57
Espiar
Frq AD 14.12+2.99 10.124+2.90 16.14+3.76 1.90; 0.38
ON 11.62+4.21 7.00+1.11 9.85+1.59 2.61; 0.27
Dur AD 550.53+102.11 609.88+76.81 398.86+85.47 2.90; 0.23
Movimento ON 606.96+74.11 641.95+77.74 563.96+73.50 0.70; 0.70
Angular de
Cabeca Frq AD 11.50£2.01 9.75+1.53 11.42+2.97 1.93; 0.37
ON 7.00+1.71 8,87+0.95 10,0040,97 2.68; 0.26
Dur  AD 1.42+1.42 5.36+5.36 21.55+10.68°% 3.10; 0.02
Exploragéo do ON 0,00£0,00 0.00+0.00 34.57+34.572 2.28;0.04
Assoalho Frq AD  00.37:0.37 1.50+1.50 3.14%1.60 2.51;0.28
ON 0.25+0.25 0.00£0.00 2.57+2.57 1.15; 0.56
Dur AD 11.84+4.29 3.68+1.27 14.06+7.16 2.21;0.33
ON 12.25+5.89 5.26+1.13 9.05+4.83 0.44; 0.79
Locomocgéo
Frq AD 4.12+1.31 2.25+0.55 5.14+3.31 2.98; 0.22
ON 3.62+1.70 1,75+0,16 3.42+1.83 0.27; 0.87
Dur AD 0.00+0.00 0.00+0.00 27.18+27.18 2.28;0.31
ON 0.00+0.00 0.00+0.00 43.22+43.22 2.28;0.31
Repouso
Frq AD 0.00+0.00 0.00+0.00 0.28+0.28 2.28;0.31
ON 0.00+0.00 0.00+0.00 0.57+0.57 2.28;0.31
Dur AD 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00; 1.00
Imobilidade ON 0.00£0.00 1.46+1.46 5.44+5.44 1.15; 0.56
Alerta .
Frq AD 0.00+0.00 0.00£0.00 0.00£0.00 0.00; 1.00
0.00+0.00 0.12+0.12 0.14+0.14 1.13; 0.56
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Tabela 10 (Anexo 1): Comparagdao entre os efeitos agudos (E2) e
cronicos (E3) da CET 2,5 mg/Kg

Teste Reteste Estatistica
Comportamento Exposicéo Wilcoxon Matched
E2 (n=8) E3 (n=8) Pairs Test p-value
Dur AD 264.18+84.27 144.30+42.64 0.40
Espiar Dur ON 47.34+15.30 72.42+18.80 0.12
Freq AD 14.25+3.15 10.12+2.90° 0.02
Freq ON 6.75+1,78 7.00+1.11 0.34
Dur AD 497.49+97.42 609.88+76.81 0.48
Movimento Dur ON 605.90+60.44 641.95+77.74 0.77
Angular de
Cabeca Freq AD 11.00£2.29 9.75+1.53 0.40
Freq ON 8.75£1.25 8.87+0.95 0.86
Dur AD 0.14++0.14 5.36+5.36 0
Fxploragao do Dur ON 0.63£0.63 0.000.00 0
Freq AD 0.12+0.12 1.50+1.50 0
Freq ON 0.25+0.25 0.00+0.00 0
Dur AD 5.23£1.65 3.68+1.27 0.50
Locomocgéao Dur ON 1.75+0.79 5.29+1.13 0.12
Freq AD 2.87+0.89 2.25+0.55 0.50
Freq ON 1.00+0.37 1.75+0.16 0.28
Dur AD 0.00+0.00 0.00+0.00 0
Repouso Dur ON 28.50+20.78 0.00+0.00 0
Freq AD 0.00+0.00 0.00+0.00 0
Freq ON 0.12+0.12 0.00+0.00 0.10
Dur AD 0.00+0.000 0.00+0.00 0
Imobilidade Dur ON 6.45+4.65 1.46+1.46 0
Alerta
Freq AD 0.00+0.00 0.00+0.00 0
Freq ON 0.25+0.16 0.12+0.12 0
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Tabela 11 (Anexo 1): Comparagdo entre os efeitos agudos (E2) e
cronicos (E3) da CET 10 mg/Kg

Teste Reteste Estatistica
Comportamento Exposicédo Wilcoxon Matched
E2 (n=8) E3 (n=7) Pairs Test p-value
Dur AD 270.26+69.11 278.89+£76.08 0.73
Espiar Dur ON 136.33+32.91 96.12+19.07 0.12
Freq AD 21.28+6.81 16.14+3.76 0.11
Freq ON 11.57+£2.95 9.85+1.59 0.89
Dur AD 366.19+61.85 398.86+85.47 0.17
Movimento Dur ON 530.39+42.94 563.96+73.50 0.86
Angular de
Cabeca Freq AD 15.42+3.66 11.42+2.97 0.12
Freq ON 10.14+1.88 10.00+0.97 0.89
Dur AD 4.97+3.89 21.55+10.68 0.10
Exploragdo do Dur ON 12.66+12.66 34.57+34.57 0
Assoalho
Freq AD 0.71+0.47 3.14+1.60 0.10
Freq ON 1.00+1.00 2.57+2.57 0
Dur AD 8.83+2.71 14.60+7.16 0.22
Locomocgao Dur ON 5.42+3.68 9.05+4.83 0.71
Freq AD 3.71+1.04 5.14+2.31 0.13
Freq ON 2.42+1.32 3.42+1.83 1.00
Dur AD 57.40+51.25 27.18+27.18 0
Repouso Dur ON 35.29+23.32 43.22+43.22 0
Freq AD 5.80+5.48 0.28+0.28 0
Freq ON 21.08+20.91 0.57+0.57 0
Dur AD 0.00+0.00 0.00+0.00 0
Imobilidade Dur ON 6.62+5.36 5.44+5.44 0
Alerta
Freq AD 0.00+0.00 0.00+0.00 0
Freq ON 0.28+0.18 0.14+0.14 0




