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RESUMO

A neurogénese pos-natal (NPN) parece ser conservada
filogeneticamente em todo reino animal. Em pombos e em outras aves
adultas ndo-oscinas, neurdnios imaturos podem ser vistos em diversas
regides prosencefalicas, 0 que sugere que a neurogénese pode participar
do controle de diferentes comportamentos. Os mecanismos que
controlam a neurogénese e sua relevancia para 0s comportamentos
defensivos em aves ndo-oscinas ainda ndo estdo claros. Assim, a
influéncia do ambiente sobre um indicador de neurogénese e indicadores
de comportamentos defensivos foi investigada em pombos adultos.
Pombos adultos (Columba livia, n=14/grupo) foram alojados em
ambiente padrdo de laboratdrio (AP) ou em ambiente enriquecido (AE)
por 40 dias. Apos esse periodo os pombos foram expostos ao teste de
Hipofagia Induzida por Novidade (HIN) e foram realizadas gravacdes
em video, para posterior registro dos comportamentos pré-prandiais,
prandiais,laténcia para primeira bicada além da quantidade de ragéo
ingerida. Vinte e quatro horas depois do HIN, os pombos foram
submetidos ao teste de imobilidade ténica (IT) quando foram registrados
0 nimero de tentativas e a duracdo da imobilidade. Os pombos foram
perfundidos com PFA 4%. A seguir, os cérebros foram preparados para
a detec¢do imunoistoquimica da Doublecortina (DCX), uma proteina
expressa em neurdnios imaturos cujo nimero pode ser usado como
indice de neurogénese no cérebro de aves. A influéncia do ambiente
sobre o indice de NPN no Hyperpallium Apicale, Nidopallium
Caudolaterale, Hipocampo, Estriado Medial e Estriado Lateral foi
avaliada. O alojamento por 40 dias em ambiente enriquecido alterou os
comportamentos defensivos pré-prandiais e prandiais e ndo alterou a
laténcia para primeira bicada no HIN, também ndo verificamos
alteracGes em respostas ao teste de IT. O ambiente enriquecido alterou a
neurogénese prosencefalica na lamina medial do hipocampo de maneira
discreta, sem alteragdes nas demais areas. Nossos resultados sugerem
que os mecanismos envolvidos em respostas comportamentais Sao
independentes dos mecanismos de alteracio da neurogénese
prosencefalica e que o contato visual entre os animais parece ser um
elemento relevante para mudancas na neurogénese prosencefalica,
causadas pelo aumento da complexidade ambiental.Os presentes dados,
juntamente com os dados futuros e as descri¢cGes de alteracfes cerebrais
induzidas pela complexidade ambiental nesta espécie, podem auxiliar na
compreensdo dos mecanismos envolvidos a sua flexibilidade



comportamental e sua notavel capacidade de prosperar em ambientes
urbanos.

Palavras-chave: Aves, Complexidade ambiental, Neurogénese em
adulto, comportamentos defensivos.



ABSTRACT

Post-natal neurogenesis (NPN) appears to be phylogenetically conserved
across the animal kingdom. In pigeons and other adult non-oscine birds,
immature neurons are observed in several prosencephalic areas,
suggesting that neurogenesis may participate in the control of different
behaviors. The mechanisms controlling neurogenesis and its relevance
to defensive behaviors in non-oscine birds remain elusive. Herein, the
contribution of the environment to adult pigeon neurogenesis and
defensive behaviors indicators were investigated. Adult pigeons
(Columba livia, n = 14/group) were housed in standard (SE) or enriched
environment (EE) for 40 days. Following this period, pigeons were
exposed to novelty induced hypophagia test (HIN) and video recordings
were made for future record of pre-prandial and prandial behavior,
latency to the first peck, and amount of ingested feed. Twenty-four
hours later the HIN, pigeons were submitted to the tonic immobility test
(TI) when number of trials and duration of immobility were recorded.
Pigeons were euthanasia 2h after TI. Hereafter, brains were prepared for
immunohistochemical detection of Doublecortin (DCX), a protein
expressed by immature neurons whose number can be used as an index
of neurogenesis in birds brain. The environmental influence over NPN
index in the Hyperpallium Apicale, Nidopallium Caudolaterale,
Hippocampus, Medial Striate and Lateral Striate was assessed. A 40
days housing period in the enriched environment changed pre-prandial
and prandial defensive behaviors and did not changed latency to the first
peck in HIN; changes in response to the IT test were not found.
Enriched environment subtly changed prosencephalic neurogenesis at
hippocampus medial blade, with no changes in other areas. Our
outcomes suggest that mechanisms related to behavioral responses are
independent of the mechanisms underlying the prosencephalic
neurogenesis alterations and that the relevant aspect of the
environmental enrichment, capable of provoking changes on adult
pigeons prosencephalic neurogenesis, seem to be the visual contact
between these animals. The present data, along with future descriptions
of brain changes induced by environmental complexity in this specie,
can provide valuable clues to the mechanisms underlying their
conspicuous behavioral flexibility and triumph as urbanites.

Keywords: Avian, Environmental complexity, Adult Neurogenesis,
Defensive behavior.
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1. INTRODUCAO
1.1 DIFERENTES COMPLEXIDADES AMBIENTAIS

Diferentes estimulos sensoriais, fisicos e sociais constituem
diferentes complexidades ambientais. Quanto maior a complexidade de
um ambiente, maior é a interacdo que ele proporciona. Portanto, a
adicdo de mualtiplos itens, fisicos, sociais e sensoriais, ou ambos,
aumenta a complexidade e cria um ambiente enriquecido (PRAAG et al,
2000; SHUMWAY, 2008; ABOU-ISMAIL, 2010). Em geral, o
ambiente enriquecido (AE) é o ambiente onde os animais sdo mantidos
em gaiolas maiores que as gaiolas padrdo de laboratério ou em seu
habitat natural, ou ainda em grupos possibilitando uma maior interagdo
social. Essas gaiolas com AE ainda podem conter brinquedos, tlneis,
materiais para a confeccéo de ninhos, escadas e outros estimulos fisicos
e/ou sociais e sensoriais. Os protocolos de enriquecimento ambiental
variam quanto ao tempo de exposi¢do, idade dos animais, area fisica e
ndmero de estimulos. O AE é modelado para que o animal tenha a
oportunidade de realizar niveis de atividade voluntaria maiores do que
em um ambiente ndo enriquecido, propiciando um aumento nas
atividades exploratorias e cognitivas, na interagdo social e no exercicio
fisico (SALE et al., 2009).

A complexidade ambiental tem um efeito importante sobre a
arquitetura, neuroquimica e fisiologia do sistema nervoso central, bem
como sobre a expressdo de comportamentos complexos (SALE et al.,
2009; PRAAG et al, 2000). Efeitos de diferentes complexidades
ambientais, na plasticidade neuronal e influncias sobre o
comportamento defensivo de animais, foram vistos ao longo dos Gltimos
anos (VAN PRAAG et al.,, 2000). A primeira evidéncia de que o
ambiente enriquecido poderia influenciar comportamentos, foi descrita
por Hebb no final da década de 1940. Ele relatou, informalmente, que 0s
ratos levados para sua casa e criados como animais de estimacdo
tiveram melhor desempenho na resolugdo de problemas, durante testes,
quando comparados aos ratos que permaneceram no laboratério (HEBB,
1947). A atenuacdo do impacto de novidades visuais pode ser observada
em ratos expostos a novos estimulos luminosos e submetidos
previamente ao ambiente enriquecido (CAIN et al., 2006). A condicdo
de alojamento em ambiente enriquecido demonstrou em diversas
espécies, e principalmente em roedores, aumento na capacidade de
aprendizado e de comportamentos exploratorios, reducdo da perda de
memoria pela idade e atenuacdo da ansiedade
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(NITHIANANTHARAJAH e HANNAN, 2006). Desde entdo, foram
relatadas influéncias de diferentes complexidades ambientais sobre a
neurogénese, parametros bioquimicos, arborizagéo dendritica, peso total
encefalico de animais e comportamentos (BENNETT et al., 1969;
BENNET 1976; PACTEAU et al., 1989; KEPERMAN et al., 1997).

indices morfoldgicos e bioquimicos parecem ficar alterados
positivamente em animais expostos ao ambiente enriquecido. Ratos que
permaneceram em AE por 12 semanas, apresentaram aumento nos
niveis de fator de crescimento nervoso (NGF), fator neurotréfico
derivado do cérebro (BDNF) e Neurotrofina-3 no cortex cerebral, na
formacdo hipocampal e regido anterior basal do cérebro, quando
comparados a ratos alojados em ambiente padrdo de laboratério pelo
mesmo periodo de tempo (ICKES et al., 2000). O ambiente enriquecido
induziu um aumento da imunorreatividade para CREB, no hipocampo
de camundongos, assim como melhoras na memoria e aprendizado
espacial durante o teste do labirinto aquatico de Morris, quando
comparados a camundongos do ambiente padrdo (WILIAMS et al.,
2001).

A exposicdo a AE mostrou influenciar processos apoptéticos.
Reducdo no numero total de células TUNEL positivas (indicativo de
reducdo da apoptose), na zona subgranular do hipocampo, foram vistas
em ratos adultos expostos a ambientes enriquecidos, quando
comparados ao grupo exposto ao ambiente padrdo de laboratério
(YOUNG et al, 1999).Camundongos adolescentes, expostos
cronicamente a tolueno (substancia volatil que provoca prejuizo da
neurogénese e aumento da morte neuronal) e submetidos a ambientes
enriquecidos, mostraram significante neurogénese e diminuicdo da
morte neuronal no hipocampo, quando comparados a camundongos
também expostos cronicamente a tolueno e submetidos ao ambiente
padréo de laboratério (PAEZ-MARTINEZ et al., 2013).

1.2 NEUROGENESE POS-NATAL

O ambiente fisico e social no qual os animais vivem parece ter
especial importancia na regulacdo da neurogénese de animais adultos.
Roedores adultos expostos a ambientes enriquecidos apresentam maior
ndmero de células novas no giro denteado do hipocampo, quando
comparados aos animais controle alojados em ambientes padrbes de
laboratério (KEMPERMANN et al., 1997; LLORENS-MARTIN et al,
2007). O AE também aumentou o numero de células Brdu positivas
(marcador de proliferacdo celular), no giro denteado de ratos adultos
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corredores alojados em grupos, quando comparados ao grupo de
corredores em isolamento, ou seja, com a mesma oportunidade de
atividade fisica, porém em condigdes prévias de isolamento social
(STRANAHAN et al., 2006). Aves que capturam e escondem alimentos
livres na natureza (AE) apresentam maior nimero de células novas no
hipocampo, quando comparadas a mesma espécie, criadas em cativeiro,
com oportunidades de experiéncias de captura e armazenamento de
alimentos (LADAGE et al., 2009). Também animais invertebrados
parecem sofrer influéncia de ambientes enriquecidos. Lagostins criados
em grandes cativeiros e em grupos, apresentam maior quantidade de
células Brdu positivas encefalicas, quando comparados a lagostins
criados em isolamento e em cativeiros menores (SANDERMAN e
SANDERMAN, 2000).

O primeiro relato da ocorréncia de NPN foi feito por Altman, na
década de 60, no giro denteado do hipocampo de ratos adultos
(ALTMAN, 1962). Nos anos seguintes, com o avango tecnoldgico e o
surgimento da microscopia eletronica, muitos estudos foram publicados
mostrando novos neurdnios no hipocampo e bulbo olfatério de ratos
adultos (KAPLAN e HINDS, 1977; PRAAG et al.,1999).Em
mamiferos, como os roedores, sdo conhecidas duas regides que abrigam
essas células proliferativas: a zona subventricular (SVZ) e a zona
granular do hipocampo (SGR) (ALTMAN., 1962; GARCIA-
VERDUGO et al., 2002; KAPLAN e HINDS., 1977). Em humanos
(p6s-morte), sitios de proliferacdo na SVZ e no giro denteado do
hipocampo também foram identificados (VESCOVI et al, 2006).

A ocorréncia NPN ja foi observada em diversos estudos com
animais vertebrados e invertebrados, sendo mais investigada em
mamiferos (LINDSEY e TROPEPE, 2006). A NPN é um processo que
envolve a divisdo celular, migracdo e diferenciacdo de células
progenitoras ou tronco—neurais (BOHLEN UND HALBACH, 2007;
CHAERKADY et al., 2009). As células progenitoras dividem-se
simetricamente, dando origem a novas células idénticas as células-maes,
e assimetricamente dando origem a células que irdo se diferenciar em
neurdnios e/ou células da glia (CAYRE et al., 2002; KRIEGSTEIN E
ALVAREZ - BUYLLA., 2009). Estas células progenitoras,
independente de sua localizacdo encefalica, apresentam como
caracteristica uma proliferacdo mais lenta e rara que os demais tecidos
auto-regenerativos (MACAS et al.,, 2006). De fato, essas células
multipotentes podem gerar tanto neurbnios quanto células gliais
(AHMED, 2009; DUAN et al., 2008). Os neurdnios recém-formados
passam por um processo de maturacdo, migrando entdo para sua posicao



22

final no cérebro. As células formadas na SVZ, em mamiferos, migram
através da via de migragdo rostral (rostral migratory stream ou RMS)
até o bulbo olfatério onde sdo incorporadas (RAMIREZ-AMAYA et al.,
2006; IMAYOSHI et al., 2008), ja as células geradas na SGR do
hipocampo tém sua posicao final na camada granular do giro denteado
(MALBERG et al., 2000; GARCIA-VERDUGO et al., 2002). Grande
parte das células recém-nascidas no giro dentado adulto parecem se
diferenciar em neurdnios (CAMERON et al., 1993).

Na década de 80 Nottebohm observou, pela primeira vez em
aves, um aumento nos nicleos encefélicos relacionados ao canto, em
canérios machos adultos. Esses nucleos aumentavam em determinadas
estagdes do ano, como no final de outubro inicio da primavera (época de
acasalamento), e com a maturidade sexual, pelo aumento dos niveis de
testosterona (NOTTEBOHM, 1989; NOTTEBOHM et al, 1976). A
descoberta da neurogénese em aves canoras auxiliou no acréscimo de
credibilidade da existéncia de NPN, e assim, muitos novos neurdnios
foram vistos sendo gerados continuamente em todas as classes de
vertebrados (NOTTEBOHM et al, 1976). Nos diferentes grupos de
vertebrados, foram vistas variacdes nas regides que abrigam as células
progenitoras, assim como o posicionamento final das células “nascidas”,
esta forma de plasticidade cerebral parece especifica de determinadas
regides cerebrais e estas regides podem diferir entre os diferentes grupos
de vertebrados (LINDSEY e TROPEPE, 2006; CAYRE et al., 2002;
ABROUS et al., 2005).

Marcadores de proliferacdo celular como 5-bromo-2-
desoxiuridina (Brdu), ®H-timidina, Ki-67 e de novos neurdnios como a
Doublecortina (DCX) ja foram utilizados em estudos da neurogénese
(BROWN et al, 2003; ALTMAN, 1962; ABROUS et al., 2005).
Algumas proteinas podem ser observadas em diferentes fases do
processo neurogénico e servir de marcadores no estudo da formagéo de
novos neurdnios. Esses marcadores se correlacionam com as etapas de
diferenciacdo, ao longo da via mitética a partir de uma célula
progenitora de forma especifica, aparecem em um determinado curso de
tempo e na fase pOs-mit6tica, assim permitem a investigacdo da
neurogénese adulta (HALBACH, 2007; CHENG et al 2009). Dentre
estas proteinas, a DCX aparece na fase de diferenciacdo onde a célula ja
possui o fendtipo de neuroblasto. Ela é uma proteina associada aos
microtGbulos que tem forte expressdo em células pos—mitéticas em
diferenciacdo e é critica para a sua migracdo radial, controlando o
processo de polimerizacdo e estabilizacdo do citoesqueleto,
desempenhando um papel chave no posicionamento final dos neurdnios
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novos (BOSERET et al., 2007; CAIA et al., 2009; HALBACH, 2007).
A DCX possui, em mamiferos, uma expressdo persistente no encéfalo
durante a idade adulta, promovendo, além da migracdo de novas células,
0 crescimento de processos e extremidades de neur6nios ja maduros
(FRIOCOURT et al., 2003; REINER et al., 2006).

Nosso laboratorio identificou recentemente os “hot-spots”
neurogénicos e a localizacdo de neurbnios novos em diversos distritos
prosencefalicos em pombos domésticos adultos (Columba livia), por
meio de estudos imunoistoquimicos para o Brdu, NeuN e DCX
(MELLEU et al. 2013). Os experimentos imunoistoquimicos com DCX
mostraram uma distribuicdo de células e fibras imunorreativas a
doublecortina, abundante em todo prosencéfalo de pombos com vias
migratorias distintas a de mamiferos (MELLEU et al. 2013). Dupla-
marcacdo da DCX com outros marcadores como NeuN e GFAP e
administragdo de 5-bromo-2-desoxiuridina (Brdu), ja foram realizadas
para excluir a possibilidade da DCX em pombos ser expressa por
neurbnios maduros, ou astrécitos ou em outros tipos celulares.
Resultados mostraram que nenhuma célula imunorreativa ao Brdu ou ao
GFAP apresentou expresséo de DCX (MELLEU et al. 2013). Da mesma
maneira, ndo foi observada co-localizacdo entre a DCX e um marcador
de neurdnios maduros (NeuN), o que sugeriu que de fato essas células
presentes no encéfalo de pombos adultos, e que expressavam a proteina
doublecortina, séo neurdnios novos (MELLEU et al. 2013).

Neste estudo, os animais foram alojados em dois ambientes
distintos em laborat6rio. O primeiro grupo em ambiente enriquecido e
um segundo grupo em ambiente sem enriquecimento, onde 0s animais
estavam isolados visualmente dos demais (MELLEU et al, 2015). Os
resultados mostraram que os animais alojados em ambiente enriquecido
em laboratério, apresentaram aumento no nimero de células DCX
positivas no hipocampo e diminuicdo no estriado lateral quando
comparados a animais alojados em ambiente padrdo também em
laboratério, e isolados visualmente (MELLEU et al.,2015).

No entanto, Melleu et al, 2013, relataram a presenca de neurénios
DCX positivos nas zonas proliferativas e também em regiGes como
Hyperpallium Apicale, Nidopallium, Estriado Medial e Estriado Lateral
e Hipocampo, algumas dessas regides ainda ndo investigadas. Ainda
ndo estdo claros quais sdo os fatores de enriquecimento capazes de
provocar mudancas na neurogénese prosencefalica de pombos, quais sdo
as caracteristicas do ndo enriquecimento (isolamento social, isolamento
visual ou adicdo de itens) que poderiam interferir nesse processo. Sendo
assim, buscamos avaliar dois ambientes de complexidades diferentes e
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extremas e seus efeitos sobre a neurogénese prosencefalica no
hipocampo e nas demais regides ainda ndo estudadas, e também, seus
efeitos sobre os comportamentos defensivos desses animais, para uma
melhor compreensdo da regulacéo destes fendmenos.

A formacdo hipocampal (FH) de aves, assim como o de
mamiferos, esté relacionada fungdes de navegacdo, memdria espacial e
aprendizado (REINER et al., 2005). Lesbes hipocampais em
Parusatricapillus (Passeriformes) acarretam perda severa da memoria e
capacidade de localizacdo (HAMPTON e SHETTLEWORTH, 1996).
Em pombos-correio, a formacdo hipocampal parece responsavel pela
memodria e localizacdo de pontos de referéncia no terreno, o que permite
o0 retorno do animal ao local de criagdo (GAGLIARDO et al., 1999).
Também em pombos, verificou-se que o hipocampo estd associado a
memoria aversiva condicionada (REIS et al., 1999). A NPN hipocampal
em aves foi observada em diversos grupos de passeriformes
(PRAVOSUDQV, 2007; LAW et al., 2010; ALVAREZ-BUYLLA et
al.,, 1994; TARR et al., 2009), correlacionando-se com memoria e
procura de alimentos.

Em aves, de maneira similar a mamiferos, o estriado tem um
papel relevante no processamento neural para aprendizagem adaptativa,
tomada de decisdo, motivacdo e comportamento, comparaveis ao
caudado e putamen de mamiferos, e com intensa marcagdo DCX (FEE e
GOLDBERG, 2011; LUO et al., 2001). O Nidopallium de aves parece
estar envolvido com funcgdes cognitivas superiores (area associativa),
pois possui caracteristicas anatdmicas e neurogquimicas comparaveis ao
cortex pré-frontal de mamiferos (KRONER e GUNTURKUN, 1999). O
Hyperpallium Apicalle (wulst) apresenta caracteristicas a area visual
primaria, em regibes mais caudais homdlogas de mamiferos, e
somatossensorial locomotora em regides mais rostrais (BARON et al.,
2007; MEDINA e REINER, 2000). Ainda ndo esta claro de que forma
essas areas atuam sobre o0s comportamentos defensivos ndo
condicionados em aves. O estudo da regulacdo ambiental sobre a
neurogénese em aves ndo passeriformes, bem como seu papel nas
fungdes comportamentais defensivas, pode ter grande impacto nos
fatores envolvidos da flexibilidade ambiental que estes animais
apresentam em ambientes em constantes mudangas, como ambientes
urbanos.

A geracdo continua de novos neur6nios no cérebro adulto parece
vir acompanhada de células apoptdticas em d&reas neurogénicas,
contribuindo para 0 mecanismo de auto regulacéao cerebral (BIEBL et al,
2000). Alteracdes em proteinas reguladoras do ciclo celular, essenciais
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para producdo de novos neurdnios, e modificagdes em fatores de
transcricdo génica, parecem interferir negativamente na proliferagéo de
novos neurdnios (MEHLER e GOKHAN 1999; ABROUS et al., 2005).

Situacfes potencialmente estressoras parecem alterar a
neurogénese  hipocampal e  relacionar-se com  mudangas
comportamentais em  mamiferos. Aumento nos niveis de
glicocorticdides no giro denteado do hipocampo de ratos, em situagdes
potencialmente estressoras, mostrou inibir a neurogénese dessa regido
(GOULD e TANAPAT, 1999; LEHMANN et al., 2013). O isolamento
social parece exacerbar esses efeitos negativos do estresse e aumentar 0s
niveis plasmaticos de corticosterona, ele também interfere em mudancas
comportamentais prejudicando, em longo prazo, o armazenamento de
memorias sociais em camundongos (STRANAHAM et al., 2006;
GUSMAO et al., 2012).

No entanto, ambientes enriquecidos parecem produzir efeitos
ansioliticos e antidepressivos em diversos modelos animais, sugerindo
um possivel efeito “protetor” no desenvolvimento cerebral e formagao
de comportamentos (FOX et al., 2006; BRENE et al., 2009). Ratos
expostos ao ambiente enriquecido apresentaram aumento no ndmero de
novos neurdnios no giro denteado do hipocampo, em comparacao aos
ratos alojados em ambiente padréo de laboratério (KEMPERMANN et
al.,, 1997). Um efeito parecido mostrou que camundongos tratados
cronicamente com antidepressivo, e com um aumento de células Brdu
positivas, no giro denteado do hipocampo (SANTARELLLI, et al., 2003).
Diferentes complexidades ambientais parecem ter influéncia na
expressdo de comportamentos em mamiferos. Animais alojados em
ambiente enriquecido mostraram uma diminuicdo do tempo de
imobilidade, durante o teste do nado forcado, que foi proporcionalmente
menor ao aumento do nimero de células DCX positivas no hipocampo
desses camundongos (LLORENS-MARTIN et al, 2007; SALE, et al.,
2009).

O efeito negativo do estresse sobre a neurogénese parece comum
entre as espécies (BARNEA E PRAVOSUDOQV, 2011). Aumento de
niveis plasmaticos de corticosterona ja foi observado em codornas
japonesas, ap6s uma hora de isolamento social (MILLS et al., 1993).
Em outra ave, tentilhdes-zebra, submetidos a isolamento social,
mostraram uma diminuicdo de neurogénese no hipocampo e
nidopallium caudale, quando comparados aos animais colocados em
grandes aviarios ao ar livre (AE) (BARNEA et al., 2006).

Aves apresentam NPN de forma exuberante. Esse fenémeno foi
bem estudado em relacdo aos circuitos de canto em aves canoras
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(Oscinos), e no armazenamento e localizacdo de alimentos em aves que
armazenam alimentos (BARNEA et al., 2006; CLAYTON e KREBS,
1994). Estes animais muito provavelmente ndo sdo representativos para
a Classe das Aves como um todo. A neurogénese em Oscinos esta
concentrada em areas relevantes para o controle do canto, ou seja, um
caréter taxa - especifico presente apenas nessa familia. E de consenso
entre taxonomistas, que os Passeriformes em geral representam a ordem
mais recente, derivada e apomorfica de Neornithes (aves modernas)
(LIVEZEY e ZUSI, 2007). Assim, a investigacdo de caracteres
regulatérios da NPN que sejam conservados filogeneticamente (e
relevantes para a classe em particular ou para os vertebrados em geral)
deve ser realizada em ordens menos derivadas de aves. Também em
aves, ainda ndo estd claro de que forma as diferentes complexidades
ambientais, influenciam a neurogénese po6s-natal e a expressdo de
comportamentos defensivos.

1.3 OS COMPORTAMENTOS DEFENSIVOS EM MAMIFEROS E
AVES

Comportamentos defensivos sdo atitudes, frente a um potencial
estressor desestabilizador da homeostase (HOMBERG, 2013). Testes
comportamentais e andlise de comportamentos defensivos séo
freqlientemente realizados em mamiferos, como o0s roedores
(HOMBERG, 2013). Em geral, os testes exigem percepgdo de um
estimulo ambiental que pode ser gratificante ou aversivo (HOMBERG,
2013). Quando uma ameaca iminente é detectada, o animal realiza um
processamento cognitivo de andlise de risco e possiveis experiéncias
prévias, o que pode gerar alteragcfes comportamentais como aumento na
vigilancia, alerta, excitacdo, atencdo, dentre outros (KLOET et al., 2005;
GROSS e CANTERAS, 2012). Em roedores, a exposi¢do a situacdes
inevitaveis de estresse como a inclusdo de um intruso a gaiola, a
separacdo materna ou o odor do predador, resulta em uma diminui¢do da
neurogénese que é acompanhada por alteracbes comportamentais
(NEWTON e DUMAN, 2004). O alojamento em ambiente enriquecido,
por um curto periodo de tempo, proporciona mudancas positivas nos
efeitos do estresse sobre 0s comportamentos de roedores e provoca
mudancas plasticas prosencefalicas (MITRA e SAPOLSKY, 2012).

Aves apresentam padrGes de comportamentos defensivos
aparentemente semelhantes aos de mamiferos quando expostas a
predadores ou novidades visuais, ambientes desconhecidos ou separadas
de seu grupo familiar (JONES e ROPER, 1997; JONES, 1986;
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HAZARD et al., 2008). Em nosso laboratdrio, observamos que pombos
separados de seus co-especificos e expostos a um ambiente nao-familiar
apresentam intensos movimentos balisticos de cabeca (Peeping) que,
com o tempo, se tornam movimentos angulares cada vez menos amplos
até atingir a imobilidade (SOUZA et al, 2009). Também em nosso
laboratério, observamos que pombos expostos ao ambiente enriquecido
e com aumento no nimero de células DCX positivas hipocampais, ndo
apresentaram alteracBGes significantes na frequéncia e duracdo de
comportamentos durante um teste de exposicdo a um ambiente
desconhecido e apresentagdo de um objeto novo. J&, em outro teste, a
imobilidade tdnica, os mesmos animais alojados em ambiente
enriquecido apresentaram aumentos significantes no tempo de
permanéncia em imobilidade (MELLEU et al., 2015). Assim, as
relacGes entre a complexidade ambiental e as respostas comportamentais
ao estresse em pombos precisam ser melhor esclarecidas.

A inibicdo da alimentagdo produzida pela novidade tem sido
utilizada em diversos modelos animais, como ferramenta de avaliacdo
de mecanismos neurobiol6gicos de respostas ao estresse agudo
(DULAWA e HEN, 2005; BARFIELD et al., 2013). Os primeiros
relatos ocorreram na década de 80, quando a laténcia para comer foi
observada em ratos expostos a um campo aberto, com acesso a comida
localizada no centro do campo. Este teste auxiliou a observagdo dos
efeitos de diferentes farmacos ansiogénicos (BRITTON e BRITTON,
1981). O teste de hipofagia induzida por novidade (HIN) introduz um
conflito entre o medo imposto pelo ambiente desconhecido, e um fator
motivacional de resolugdo do conflito, uma comida palatavel
(STENDENFELD et al., 2011). De modo geral, os animais sdo privados
de alimento antes do teste ou adaptados previamente a comidas
palatdveis (DULAWA e HEN, 2005). Quando camundongos sao
expostos a um ambiente desconhecido, a laténcia de aproximacdo ao
alimento é significativamente mais prolongada e a ingestdo de alimento
palatavel diminuida (MERALI, et al., 2003). Roedores tratados com
ansioliticos demonstraram diminuicdo na laténcia para comer e aumento
na ingestdo, quando expostos a um ambiente novo (DULAWA e HEN,
2005).

O HIN também é utilizado como um teste de ansiedade de facil
reproducdo em aves (KELLY et al., 2011; BIONDI et al., 2010). Em
nosso laboratério, dados em andamento, mostram que pombos adultos
(machos e fémeas) expostos ao HIN apresentam um aumento da laténcia
para primeira bicada na primeira exposicdo, quando comparada a
exposicBes subseqlientes. A laténcia parece diminuir progressivamente
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nas demais exposicBes ao teste, e assim, parece sofrer uma habituagédo
(dados informados pessoalmente). Porém, apesar do teste ser facilmente
reproduzido em aves, ainda ha poucos relatos da reproducéo do teste de
HIN em aves e especialmente em pombos.

Também em aves, observamos um comportamento defensivo
particularmente extremo, presente em diversos vertebrados que é a
imobilidade ténica (IT). A IT é uma resposta defensiva inata
caracterizada por um estado reversivel de profunda inibigdo
comportamental, acompanhada de alteragdes cardiovasculares,
hormonais e de temperatura corporal (GALLUP e RAGER, 1996;
VIEIRA et al, 2011). Esse comportamento parece fazer parte do
repertorio defensivo em resposta a uma ameaga inescapavel e pode ser
observados em muitas espécies de vertebrados e invertebrados,
incluindo insetos, crustaceos, peixes, aves e mamiferos (GALLUP e
RAGER, 1996).

A imobilidade ou inibicdo 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) aumentam o freezing (CANTERAS e GOTO, 1999;
BLANCHARD et al., 1977). Ao contrério do freezing, onde o ténus
muscular é mantido, a IT ocorre com a perda gradual do ténus muscular,
que pode culminar com a total perda do mesmo (KLEMM, 1990). O
registro mais antigo desse comportamento data de 1646 por Kircher
(GILMAN et al., 1960) e desde entdo tém sido observado em diferentes
ambientes naturais. Este comportamento aumentaria as chances de
sobrevivéncia de um animal quando o encontro com o predador fosse
inescapavel, muitos predadores tendem a perder o interesse em presas
imoveis e sem tonus muscular (FRANCQ, 1969; MISSLIN, 2003). Aves
apresentam imobilidade ténica. Por exemplo, galinhas (Gallus gallus)
contidas manualmente apresentam episodios de IT de até uma hora de
duracdo (HICKS, 1976). Dados do nosso laboratério mostraram que
pombos adultos submetidos a contencdo manual também apresentam IT
(MELLEU et al. 2013). Portanto, a IT é mais um teste comportamental
defensivo que pode ser utilizado em aves e que pode auxiliara analise
dos efeitos ambientais sobre os comportamentos defensivos.

As aves também apresentam expressiva NPN, de forma mais
ampla em quantidade, com variagdes das vias migratorias e
posicionamento final dos neurénios (BARNEA E PRAVOSUDOV,
2011; GARCIA-VERDUGO et al., 2002; BOSERET, et al., 2007,
MELLEU et al, 2013). Além disso, aves parecem ser especialmente
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sensiveis a regulacdo da neurogénese pelo ambiente, com modificactes
na quantidade de células formadas, em resposta as tarefas impostas pelo
ambiente (ex: procurar e esconder alimentos e navegacdo) e a
sazonalidade (SANDANANDA, 2004).

Portanto, aves parecem um bom modelo para investigar as
relacbes entre diferentes complexidades ambientais e a neurogénese
adulta. Os pombos podem ser bons modelos para esse tipo de estudo,
uma vez que ndo sofreram tanta acéo de selecéo artificial (em direcéo a
engorda ou oviposi¢do) quanto Galiformes, e nem sdo tdo especializados
guanto Oscinos. Pombos sdo animais comuns de laboratorio e habitantes
urbanos numerosos, eles parecem habituar-se bem aos mais variados e
numerosos estimulos estressores urbanos. Pombos prosperam em
cidades, que sdo ambientes complexos em constante mudanga e
potencialmente estressores. A habilidade de aves prosperarem em
ambientes urbanos parece ter relacdo com o tamanho do cérebro desses
animais. Estudos mostram que espécies com cérebros grandes
apresentam maior sobrevida do que espécies de cérebro pequeno quando
introduzidos em locais ndo nativos, esses animais tendem a ser mais
bem sucedidos em sua aclimatacdo a um novo ambiente (SOL, et al.,
2005; MARINO, L. 2005)

Porém, o0s mecanismos relacionados ao controle de
comportamentos defensivos, ndo-condicionados em aves em geral, e
também em pombos, sdo pouco conhecidos. Ainda ndo hé evidéncias de
como a complexidade ambiental pode afetar a neurogénese
prosencefalica e modificar comportamentos defensivos em aves. Assim,
a investigagdo da influéncia das diferentes condi¢cGes ambientais sobre o
namero de células imunorreativas a8 DCX no hipocampo e demais areas
onde estas células ocorrem, e suas possiveis associacfes com 0s
comportamentos defensivos nos pombos, pode contribuir para um
melhor entendimento dos processos de controle da NPN em vertebrados
nao mamiferos.

1.4 OBJETIVOS

Este trabalho orientou-se pela hipotese de que uma maior
complexidade ambiental (enriquecimento fisico e social) aumenta a
neurogénese prosencefalica e diminui as respostas comportamentais ao
estresse agudo em pombos adultos, alojados em ambientes de alta
complexidade.
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O objetivo deste trabalho foi examinar a neurogénese pds-natal
no prosencéfalo de pombos (Columba livia) adultos e a influéncia deste
processo pelo ambiente.

1.41 Objetivos Especificos

Como objetivos especificos, este estudo avaliou os efeitos do
enriquecimento ambiental:

a) Na neurogénese pos-natal nas seguintes areas: Hyperpallium
Apicale, Nidopallium Caudolaterale, Hipocampo, Estriado Medial e
Estriado Lateral, utilizando como marcador a doublecortina.

b) Nos comportamentos defensivos (respostas desencadeadas pelo
teste de hipofagia induzida pela novidade e imobilidade ténica).
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2. METODOLOGIA

Os procedimentos experimentais aqui descritos foram aprovados
pelo comité de ética para o uso de animais da Universidade Federal de
Santa Catarina (CEUA/UFSC), sob os nimeros 23080.037851/2010-41
e 117/CEUA/PRPe/2008. Neste trabalho foram utilizados 28 pombos
Columba livia adultos (10-12 meses de idade), de ambos os sexos.
Todos os animais foram provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Catarina e tiveram como peso médio
448,33 + 10,9g. Estes animais foram alojados em dois ambientes
distintos: Ambiente padrdo de laboratério no Laboratério de
Neurofisiologia Comparada do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas-
CCB (AP) e Ambiente enriquecido em viveiros do biotério central (AE)
(ver descricdo adiante). Os experimentos foram realizados em duas
etapas, a primeira nos meses de setembro a outubro de 2013 (n=16,
AP=8 e AE=8) e a segunda nos meses de marco a abril de 2014 (n= 12,
AP=6 e AE=6). No AP foram alojados seis fémeas e sete machos, no
AE foram alojados sete fémeas e sete machos. Um animal do grupo AP
morreu durante o periodo de aclimatagdo (causa da morte desconhecida)
anteriormente aos testes e seu sexo ndo foi verificado. O sexo de todos
os demais animais foi determinado, apds a perfuséo, através da inspegédo
das gbnadas.

2.1 O ANIMAL

Pombos sdo aves selvagens, domesticados, que aparecem junto ao
homem desde relatos muito antigos. Ja foram cruciais comunicadores
em guerras, ajudaram a apoiar a teoria da evolugdo de Charles Darwin,
ja foram adorados como deusas da fertilidade, e hoje, no entanto, sdo
muitas vezes apontados como os “ratos de asas”. Esses animais sdo
assim chamados por estarem espalhados em grande quantidade e por
todo o mundo, eles podem ser vistos em lugares bastante divergentes,
entre outros fatores, em temperatura, alimentacdo disponivel e ambiente.
E impressionante a capacidade de aclimatizacdo desses animais em
lugares tdo diferentes. Sua alimentacdo, em geral, é constituida
principalmente de sementes e frutas, mas alguns animais de ambientes
urbanos e em lugares frios alimentam-se de sementes e outros alimentos
com maior teor de gordura. Pombos parecem ser muito tolerantes a
presenca humana com quem, muitas vezes, compartilham suas casas
(PATENT E MUNOZ, 1997; BLECHMAN, 2006).
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O macho corteja a fémea e uma vez o casal formado eles seguem
juntos por toda a vida. Em geral, fazem ninhos frageis e procuram
lugares como rochas. (PATENT E MUNOZ, 1997; BLECHMAN,
2006).

Seu maior predador sdo aves de rapina como falcdo. Pombos
apresentam uma grande flexibilidade comportamental, capazes de
prosperar e reproduzir em ambientes urbanos hostis, assim como, em
zoolégicos ao ar livre na Africa e lugares frios como norte da Europa
(PATENT E MUNOZ, 1997; BLECHMAN, 2006).

2.2 AMBIENTES
2.2.1  Ambiente Padrao de laboratério (AP)

Os animais mantidos em AP (n=13) foram alojados no biotério
setorial do Laboratério de Neurofisiologia Comparada (temperatura
entre 22-25°C e ciclo claro-escuro de 12:12 horas-luzes ligadas as
7:00h) em gaiolas individuais (50cm x 50cm x 50cm) com contato
visual entre seus vizinhos (Figura 1). As gaiolas tinham um poleiro,
assoalho forrado com jornal, 4gua 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 as gaiolas foram limpas, e os forros de jornal trocados. Também
trés vezes por semana os bebedouros e comedouros foram lavados e
repostos com &gua e ragdo. Os animais foram aclimatizados ao
laboratério setorial por 40 dias, e durante este tempo também foram
expostos, uma vez por semana, a uma racdo palatavel que consistia em
uma mistura de sementes de aveia (Avena satina), pain¢co branco
(Panilum millaceum) e sementes de girassol (Helianthus annuus), esta
mistura de sementes ja demonstrou ser bastante apreciada por estes
animais em experimentos anteriores em nosso laboratdrio (SPUDEIT et
al, 2013). A racdo palatavel foi disponibilizada a todos os animais
individualmente (120g) através de um comedouro feito de garrafa
plastica (500ml) com um orificio em seu terco médio, que era levado
pelo cuidador e colocado ao lado da ragdo comum durante a manutencao
da gaiola, a racdo comum também era disponibilizada em um pote
plastico similar. A dgua foi oferecida em bebedouros plasticos padrdo
para aves.
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Figura 1 — Alojamento Padrdo de Laboratério. A) condi¢bes de alojamento
padrdo, visdo individual B) condi¢des de alojamento padrdo de laboratério,
visdo interna do biotério.

2.2.2  Ambiente Enriquecido (AE) biotério central

Os animais mantidos no grupo AE (n=14) foram alojados nos
viveiros de criacdo do biotério central da Universidade Federal de Santa
Catarina. Estes animais permaneceram desde seu nascimento até o final
dos experimentos nos viveiros do biotério central. O biotério central
dispde de trés viveiros (4m x 2m x 2m) de alvenaria cobertos e com uma
das faces fechadas por uma grade dando visdo para a area externa ao
biotério. Em cada um desses viveiros existia um grande nimero de
poleiros e podiam alojar até 25 pombos, de ambos os sexos, e em idade
adulta. A é&rea dos viveiros permitia pequenos v0os e interagfes sociais
entre os animais (Figura 2). O ciclo claro/escuro e temperatura néo
foram regulados artificialmente estando disposto as condi¢des naturais
do ambiente externo. Segundo dados fornecidos pela Empresa de
Pesquisa Agropecuaria e Extensdo rural de Santa Catarina (EPAGRI),
na primeira fase do experimento (n=8), que aconteceu nos meses de
setembro e outubro de 2013, a temperatura média ficou em 20,15°C
(Tmin°C= 16,2; Tmx"C 24,11) e o total de chuvas foi 307,6mm. Na
segunda fase dos experimentos (n=6), realizada nos meses de margo e
abril de 2014, a temperatura média foi de 23,97°C (Tmin"C= 19,86;
Tmx°C= 28,08) e o total de chuvas foi 221,3mm. Nas duas fases
experimentais 0 céu permaneceu com bastante nebulosidade, com
registro de apenas um dia claro em ambas as fases.



34

Aos animais foram fornecidos dgua e alimento granulado para
aves (formulacdo para aves em crescimento, da SUPRA Ltda., Itajai,
SC) ad libitum. Trés vezes por semana os viveiros foram limpos e era
realizada a reposicdo da agua e racdo oferecida aos animais, a racdo
palatavel, assim como nos animais alojados em ambiente padrdo de
laboratorio, foi disponibilizada uma vez por semana a todos os animais
do mesmo viveiro através de um recipiente em forma de cumbuca feito
de barro contendo 5009 da racéo, a racdo palatavel era disponibilizada
junto a racdo comum no chdo ao centro do viveiro. Todos o0s
procedimentos de manutengdo e cuidado dos animais foram de
responsabilidade dos funcionarios do biotério central, sendo que os
pombos desse experimento eram tratados sempre pelo mesmo cuidador.

N\

: o -
Figura 2 — Viveiros do Biotério Central. A) Visdo anterior dos viveiros. B)
visdo lateral dos viveiros. C) visdo anterior interna dos viveiros. D) visdo
interna do viveiro.
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2.3 TESTES COMPORTAMENTAIS

24hs 2hs

Hipofagia
Induzida

Perfusao

Imobiliade .

por Ténica
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e =
Figura 3 — Sequéncia temporal utilizada para realizagéo dos testes.
2.3.1 Hipofagia induzida pela novidade:

Apds 40 dias de ambientacdo os animais do AP (n=13) e os
animais do AE (n=14), foram individualmente retirados da gaiola-casa
(Gca) pelo experimentador, que usava luvas de latex, e transportados até
uma sala de experimentos iluminada artificialmente por luz branca. A
sala de experimentos no biotério central era uma sala anexa aos viveiros
a qual era utilizada para guardar os materiais de uso rotineiro. A mesma
gaiola experimental era transportada até esta sala no dia do teste. Os
animais ndo estavam em jejum e o teste era realizado sempre no mesmo
horario nos dois ambientes. O animal era posicionado dentro da gaiola
experimental (Gexp), que consistia em uma gaiola de 70 cmx 70cm X
40cm com assoalho de PVC branco e teto coberto com vidro. O animal
era entdo posicionado pelo experimentador no canto inferior direito da
arena, a entrada da gaiola era cuidadosamente fechada, o
experimentador retirava-se da sala e a porta da mesma era
cuidadosamente encostada. No quadrante oposto ao animal era colocado
um recipiente contendo 50 a 80g de racdo palatavel, pesado previamente
e ao final do teste juntamente com a racdo restante no recipiente e 0s
grdos que eventualmente caiam do comedouro durante o teste (Figura
4). No periodo de realizacdo do teste ndo havia agua disponivel ao
animal. O animal foi filmado com uma camera posicionada
superiormente ao centro da gaiola. Foram observados 0s
comportamentos antecedentes a primeira bicada (com tempo maximo de
duracdo de 60 minutos) e os comportamentos apds a primeira bicada
com duracdo de 10 minutos. O volume de racdo palatavel ingerida foi
registrado como volume ingerido/100 g de peso corporal. Também foi
registrada a laténcia para primeira bicada em segundos. Ao final de cada
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teste a arena era limpa com alcool 70% e toalhas de papel, preparando a
arena para um novo teste com o animal seguinte.

Y
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Figura 4 - Teste de Hipofagﬁa Induzida pela Novidade. 7
2.3.2 Imobilidade Ténica

Apds 40 dias de alojamento nos diferentes ambientes e 24 horas
depois do teste de Hipofagia Induzida pela Novidade, os animais do AP
(n=13) e os animais do AE (n=14), foram retirados individualmente de
sua Gca, pelo experimentador, que utilizava luvas de latex, e levados a
uma sala iluminada artificialmente por luz branca, no biotério central
novamente utilizamos a sala anexa aos viveiros, e a mesma arena teste
era transportada até o biotério central nos dias de experimento. O animal
era posicionado em decubito dorsal sobre um suporte em formato de
quilha, localizado em uma arena cilindrica (80cm de altura por 30cm de
didmetro). Em decubito dorsal os animais eram contidos manualmente,
sendo suas asas imobilizadas levemente e sua cabega coberta pelas maos
do experimentador, esta contencdo durava aproximadamente 30
segundos e apds esse periodo os animais eram lentamente liberados. O
tempo de imobilidade de cada animal foi quantificado quanto a sua
duracdo em segundos e numero de contencdes necessarias para
desencadear a resposta. Testes prévios de imobilidade ténica foram
realizados em todos os animais como critério de inclusdo ao
experimento, apenas 0s animais que respondiam ao teste de imobilidade
tobnica que permaneceram por 5 minutos foram selecionados.

O tempo maximo de duracdo da imobilidade permitido durante o
teste foi de 30 minutos. Cada animal era submetido ao méaximo de trés
contengdes (tentativas) para obter a imobilidade tonica. Os animais que
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ndo apresentavam imobilidade apds essas trés tentativas eram
considerados refratarios ao teste, nenhum animal foi refratario ao teste.
Ao final de cada teste, a arena era limpa com &lcool 70% e toalhas de
papel, preparando a arena para um novo teste com o animal seguinte.

Figura 5 — Teste de Imobilidade Tonica. A) Arena com suporte em quilha ao
centro. B) Posicionamento do animal, em decubito dorsal, no suporte em quilha.
C) Contengdo manual do animal. D) Liberagdo lenta das maos. E) Animal em
imobilidade tonica.

2.4 REGISTROS COMPORTAMENTAIS

Os registros em video captados durante o teste de Hipofagia
Induzida pela novidade e Imobilidade Tonica foram feitos por uma
camera digital conectada a um microcomputador, sendo os registros de
video armazenados em discos Gpticos. Os videos captados durante os
experimentos foram posteriormente avaliados através de um software
produzido em nosso laboratério (Ethowatcher®, CRISPIM et al., 2011)
que permite o0 exame quadro a quadro do arquivo de video e a inser¢édo
dos codigos relativos aos comportamentos, oferecendo um relatério (em
arquivo texto) final da sequéncia comportamental completa e da laténcia
para primeira bicada. Também,este software, oferece ao final frequéncia
e duraclo (totais e segmentadas por unidade de tempo) de cada
categoria.
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A descricdo dos comportamentos (Ver tabela 1) desencadeados
pelo teste de Hipofagia Induzida pela novidade no periodo pré-prandial
e prandial foram segmentados de 1 minuto ao longo de todo o periodo
de registro, visando aumentar a resolugdo temporal da descricdo dos
eventos.

24.1 Os Comportamentos

O catalogo comportamental utilizado neste estudo para o teste de
Hipofagia Induzida por Novidade foi adaptado do catadlogo de SOUZA
et al, 2009. Analises qualitativas prévias de testes pilotos nos
possibilitaram a inclusdo de categorias comportamentais, visando uma
analise mais detalhada dos comportamentos pré e prandiais.

Com relagdo aos comportamentos apresentados pelos animais
quando posicionados na Gexp podemos descrever:

a) Comportamentos Exploratérios

Exploracao Visual (“peeping”): O animal estd de olhos abertos,
com uma ou duas patas fixas ao assoalho, apresenta movimentos
balisticos lineares da cabeca (sem tocar objetos com o bico).

Exploracdo Angular: O animal, de olhos abertos, com uma ou
duas patas fixas do assoalho, apresenta rotagcdes da cabecga no eixo latero
lateral ou rostro caudal, sem nenhuma alteracdo da angulagdo do
pescogo (sem tocar em objetos com o bico).

Exploracdo do Assoalho/ Grade: O animal apresenta-se com a
cabeca voltada para a superficie a ser explorada, tocando o bhico no
assoalho ou nas grades, podendo estar com uma ou duas patas fixas ao
chdo, ou retirando uma por vez do contato com o chao.

b) Comportamentos de locomogao

Locomocdo: O animal retira uma pata por vez do contato com o
assoalho da gaiola ou pode pular do assoalho para o poleiro (com ou
sem auxilio do movimento de bater asas).

Imobilidade Alerta: O animal fica com uma ou duas patas fixas
ao assoalho, com a postura totalmente ereta, com os olhos totalmente
abertos ou piscando rapidamente e sem executar qualquer movimento
com a cabeca.

c) Comportamento ingestivo
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Comer: O animal introduz o bico no recipiente de racdo ou
direciona ao chéo, podendo apenas bicar a ragdo, comer ou segurar com
a ajuda do bico e deglutir.

d) Comportamentos de manutencao

Auto-limpeza: O animal toca as prdprias penas com o bico ou
patas, fazendo movimentos repetitivos de puxar, separar, cogar ou bicar
as penas.

Defecar: E notada a presenca de fezes no assoalho da arena.

Arrepiar penas: O animal altera a configuragdo normal das penas
em relagdo a pele, deixando-as longe do contato com o corpo, erigando-
as. Através desse comportamento, o corpo do animal adquire um
aspecto mais volumoso.

Espreguicar: O animal abre as asas, mantendo-as dessa forma
para depois retorna-las junto ao corpo.

Bater asas: O animal, com as patas fixas ao assoalho, realiza a
extensdo das asas e em seguida movimentos para cima e para baixo das
mesmas, bate as asas.

Sono: Com os olhos piscando lentamente ou totalmente fechados,
o animal fica com o corpo e cabega im6veis uma ou duas patas fixas ao
assoalho, ou pode retrair as patas a ponto de o corpo tocar o assoalho.
Pode ou nédo apresentar retracdo do pescogo com o bico orientado ao ou
tocando o peito; pode estar acompanhado do ericamento das penas
peitorais.

e) Comportamentos Defensivos:

Imobilidade ténica: O animal fica completamente deitado e
imovel, permanecendo na postura e no local onde foi posicionado no
momento da sua introducdo no ambiente de registro. Pode apresentar
movimentos angulares lentos e discretos com a cabeca.

Pular: O animal retira as duas patas do assoalho da arena, batendo
as asas intensamente.

Os comportamentos estdo resumidos na tabelal abaixo.
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Tabela 1 - Catadlogo comportamental utilizado nos registros do teste de
Hipofagia Induzida pela Novidade.

Comportamentos

Abreviaturas

Descrigéo

AUTO-LIMPEZA

AL

O animal toca as prdprias penas com o bico
ou patas, fazendo movimentos repetitivos de
puxar, separar, cogar ou bicar as penas.
Considerar o evento com duracdo e
frequéncia.

ARREPIAR AS
PENAS

AP

O animal altera a configuracdo normal das
penas em relacdo a pele, deixando-as longe
do contato com o corpo, erigando-as.
Através desse comportamento, o corpo do
animal adquire um aspecto mais volumoso.
Considerar o evento em duracdo e
frequéncia.

BATER DE ASAS

BA

O animal, com as patas fixas ao assoalho,
realiza a extensdo das asas e em seguida
movimentos para cima e para baixo das
mesmas, bate as asas. Considerar o0 evento
em duragdo e frequéncia.

COMER

O animal introduz o bico no recipiente de
racdo ou direciona ao chdo, podendo apenas
bicar a racéo, comer ou segurar com a ajuda
do bico e deglutir. Considerar o evento com
duragdo e frequéncia.

COMPORTAMENTO
INESPECIFICO 1, 2,
3

Cl1, CI12, CI3

Itens sem defini¢do, incluidos no catélogo
do Ethowatcher para permitir o registro e a
contagem de  eventos  inesperados
(ocorréncias como ruidos no ambiente,
vocalizagBes, comportamentos que ndo
figuram no catdlogo ou variantes dos
comportamentos que j4 estdo no catélogo).

DEFECAR

E notada a presenca de fezes no assoalho da
arena. Considerar apenas frequéncia.

ESPREGUICAR

ES

O animal abre as asas, mantendo-as dessa
forma para depois retornd-las junto ao
corpo. Considerar o evento com duracéo e
frequéncia.

EXPLORACAO DE
ASSOALHO/GRADE

XA

O animal apresenta-se com a cabeca voltada
para a superficie a ser explorada, tocando o
bico no assoalho ou nas grades, podendo
estar com uma ou duas patas fixas ao chao,
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ou retirando uma por vez do contato com o
chdo. Considerar o evento com duracdo e
frequéncia.

EXPLORACAO
VISUAL (“peeping”)

XP

O animal esté de olhos abertos, com uma ou
duas patas fixas ao assoalho, apresenta
movimentos balisticos lineares da cabeca
(sem tocar objetos com o bico). Considerar o
evento com duracao e frequéncia.

EXPLORACAO
VISUAL ANGULAR

XV

O animal, de olhos abertos, com uma ou
duas patas fixas do assoalho, apresenta
rotagdes da cabecga no eixo latero lateral ou
rostro caudal, sem nenhuma alteracdo da
angulagdo do pescogo (sem tocar em objetos
com o bico). Considerar o evento com
duragdo e frequéncia.

IMOBILIDADE
ALERTA

O animal fica com uma ou duas patas fixas
ao assoalho, com a postura totalmente ereta,
com os olhos totalmente abertos ou piscando
rapidamente e sem executar qualquer
movimento com a cabeca. Considerar o
evento com duragdo superior a 3 segundos e
frequéncia

IMOBILIDADE
TONICA

O animal fica completamente deitado e
imovel, permanecendo na postura e no local
onde foi posicionado no momento da sua
introdugdo no ambiente de registro. Pode
apresentar movimentos angulares lentos e
discretos com a cabeca.

LOCOMOCAO

LC

O animal retira uma pata por vez do contato
com o assoalho da gaiola ou pode pular do
assoalho para o poleiro (com ou sem auxilio
do movimento de bater asas). Considerar o
evento com duragdo e frequéncia.

PULAR

PU

O animal retira as duas patas do assoalho da
arena, batendo as asas intensamente.
Considerar o evento com duragdo e
frequéncia.

SONO

SO

Com os olhos piscando lentamente ou
totalmente fechados, o animal fica com o
corpo e cabega imdveis 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 pescogo com o
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bico orientado ao ou tocando o peito; pode
estar acompanhado do erigamento das penas
peitorais.

2.5 PERFUSAO E EXPERIMENTOS IMUNOISTOQUIMICOS

Duas horas ap6s o teste de Imobilidade Tonica, era realizada a
perfusdo dos animais, o processo de perfusdo de todas as aves foi
realizado no laboratério de Neurofisiologia Comparada. As aves
alojadas no biotério central foram transportadas em caixa transporte
apropriada, cedida pelo biotério central, logo ap6s o teste de imobilidade
tonica. Os pombos foram anestesiados com uma mistura de Xilazina
(0,05 mg /100g de peso corporal) e Cetamina (0,15 mg /100g de peso
corporal) intraperitonial e perfundidos transcordialmente com 300ml de
solucdo de sacarose (9,25% a 37°C, contendo heparina), seguida 300ml
de solucdo de paraformaldeido (4% em Tampdo Fosfato pH 7,4). Os
encéfalos foram dissecados da caixa craniana, blocados, pos-fixados em
paraformaldeido (4 % em Tampdo Fosfato, a 4 °C) por 24 h e
transferidos para uma solugdo de PBS 0,01M pH 7,2por pelo menos 12
horas. Os blocos foram cortados em vibratomo (Vibratome 1150
Sectioning System), no plano frontal com uma espessura de 50um e
coletados em PBS 0,01M, pH 7,2 em 5 compartimentos seriados, estes
compartimentos contendo seccdes foram armazenados a -24°C em
solucdo anti congelante (PB 0,02M 18,23%, H20O destilada 21,87%,
propilenoglicol 34,9%, 25% sacarose).

Na imunoistoquimica para DCX os cortes foram lavados em PBS
0,1M + Triton 0,15% (3 x 5 min) em seguida foi realizado o blogueio da
peroxidase enddégena com H,0, 0,3% por 30 minutos, seguido de
lavagem em PBS 0,1M + Triton a 15% (3 x 5 min). Apds esse processo
as seccdes foram incubadas por 60 min em solu¢do de PBST +
soroalbumina bovina 1% (BSA, Sigma Chemical, St. Louis). Entdo, os
cortes foram incubados com o anticorpo primario a uma diluicdo de
1:1000 por 24ha 4°C. No dia seguinte os cortes foram lavados em PBS
0,01M + Triton 15% (3x 5 min) e entdo incubados com o anticorpo
secundario 1:500 (Vectastain® Elite ABC kit anti-coelho IgG, fabricado
por Vector labs.) por 90min. Apo6s este periodo, os cortes foram lavados
em PBS 0,1M + Triton 15% (3 x 5 min.) e incubados com ABC 1:125
(PBST. + avidina + peroxidase biotinilada) por 2 h, seguidos por
lavagens em PBS 0,1M + Triton 15% (3 x 5 min). Ap0s esse processo as
seccBes foram incubadas TBS 0,1M pH 7,4 + DAB 20 mg + 3 pl H,0;
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30% por 10 min e entdo lavadas com TBS 0,25M pH 7,4 por 3 vezes de
5 minutos cada. Finalmente, os cortes foram lavados com d&gua
destilada, montados sobre laminas gelatinizadas com alimen de cromo,
desidratadas (secas ao ar livre por 48 horas), diafanizados (com uma
série etanol-xildica ascendente), cobertos com laminula com DPX
(Sigma Chemical, St. Louis, MO). As seccOes foram entdo levadas a um
microscdpio (Olympus BH2) acoplado a uma cadmera digital (PixeLink®
PL-B623) para identificacdo dos corpos celulares e fibras
imunorreativas positivas & DCX, e realizacdo da documentacdo
fotografica do material.

2.6 QUANTIFICACAO DE NEURONIOS DCX POSITIVOS NO
PROSENCEFALO DE POMBOS ADULTOS

As regides cerebrais (Figura 6) foram identificadas e homeadas
de acordo com o atlas estereotaxico do cérebro do pombo (KARTEN e
HODOS, 1967) e da revisdo de nomenclatura do cérebro de ave
(REINER et al., 2004). Os subnucleos do hipocampo foram nomeados e
delimitados por Atoji e Wild (2007, 2005, Figura 6 B). Foram contadas
células DCX+em 3 cortes ndo adjacentes do hipocampo (niveis
estereotdxicos A.5.00 a A.7.00) na regibes da Camada lateral (ll),
Camada medial (ml) e Nucleo triangular (Tr) (Figura 6, B). No estriado
medial e lateral foram contados 3 cortes ndo adjacentes (niveis
estereotaxicos A.7.50 a A.9.50) (Figura 6, A), no Hiperpallium Apicalle
foram contados 3 cortes ndo adjacentes (niveis estereotaxicos A.7.50 a
A.8.50) (Figura 6 A) e no Nidopallium Caudolaterale foram contados 2
cortes ndo adjacentes (niveis estereotaxicos A. 5.00 a A.6.75), (Figura 6
B).

Varias imagens digitais foram realizadas em cada uma dessas
seccOes nas regides de interesse, usando um campo de uma area
conhecida, em um aumento de 100x. Utilizando o programa Image J, a
area anatdbmica a ser quantificada foi inclusa em um poligono e as
células dentro dessa area eram contadas,assim como, a area do poligono
calculada. Entdo, para cada foto foi obtido um valor de células
DCX+/mm2, Dois tipos celulares foram quantificados, células bipolares
e multipolares. Apenas as células que apresentavam citoplasma e
processos corados pela reacdo foram contadas (Figura 6 A e B).
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Figura 6 — Desenho esquematico de se¢do do cérebro de pombo. A) exemplo de
célula bipolar DCX+ (barra de escala 50um), (MELLEU et al., 2015). B)
exemplo de célula multipolar DCX+ (barra de escala 50um), (MELLEU et al.,
2015). C) Mostrando Hiperpallium Apicale (HA), Estriado medial (Stm) e
Estriado Lateral (Stl) (nivel estereotaxico A.8.50, KARTEN e HODQOS, 1967).
D) hipocampo (Hp) e subdivisdes (Lamina lateral (II), Lamina medial (ml) e
nucleo triangular (Tr)) e Nidopallium Caudolaterale (NCL) (nivel esterectaxico
A. 6.75, KARTEN e HODOS, 1967). Os campos quadrados sobrepostos
representam as fotomicrografias utilizadas para contagem de células (C e D).

2.7 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 selecdo dos testes estatisticos a serem utilizados na
comparacao entre 0s grupos experimentais.
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Os dados comportamentais pré e prandiais do teste de Hipofagia
Induzida por Novidade foram analisados utilizando teste néo-
paramétrico de Mann-Whitney (AP versus AE) e estdo representados
graficamente na forma de médiaterro padrdo da média.A laténcia para
comer durante este mesmo teste foi analisada, através do teste ndo
paramétrico de Mann-Whitney (AP versus AE) e também através da
analise de sobrevivéncia. O tempo de imobilidade ténica foi analisado
através do teste ndo-parameétrico de Mann-Whitney (AP versus AE) e
também por analise de sobrevivéncia.

As quantidades de células DCX+ observadas em animais alojados
em ambientes de laboratorio (AP) ou no ambientes do biotério central
(AE) foram comparadas utilizando o Teste-t de Student (AP versus
AE).O nivel de significAncia adotado nesses procedimentos foi p<0,05.
Todas as analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software
“Statistica 8.0” (Statsoft).



46



47

3. RESULTADOS

3.1 O TESTE DA HIPOFAGIA INDUZIDA POR NOVIDADE: UMA
DESCRICAO QUALITATIVA NOS ANIMAIS ALOJADOS
INDIVIDUALMENTE E NA GAIOLA COMUNITARIA

Os animais do ambiente padrdo de laboratério foram
transportados até o Laboratério de Neurofisiologia Comparada, em
caixa transporte, e imediatamente posicionados em gaiolas individuais.

Logo apds serem alojados em suas Gca, 0s animais alojados em
AP, permaneceram, na presenca do cuidador, com as duas patas fixas no
chdo e os olhos abertos sem realizar movimentos de locomogéo.Eles
ficaram a maior parte do tempo imdveis e realizaram rotagdes lentas da
cabeca no eixo latero-lateral e rosto-caudal (exploracéo visual angular)
sem alteragdes angulares do pescogo. Por vezes, bateram asas ou
pularam para longe do cuidador mostrando comportamentos de fuga.
Com o passar dos dias, de forma progressiva e lenta, 0s movimentos
exploratorios e a locomogao apareceram durante a presenca do cuidador
no biotério, no periodo de manutencdo do mesmo.

Os comportamentos de fuga perante a aproximagdo do cuidador
foram observados com menos frequéncia, ao passar dos dias. Um
aumento progressivo dos comportamentos exploratérios da méo do
cuidador e sobre o alimento que o mesmo oferecia, comecou a ser
observado ao longo dos dias. Alguns animais comegaram a comer antes
mesmo do adequado posicionamento do pote de comida na gaiola, isto
é, antes que o cuidador largasse o pote de sua mao. Este tipo de
comportamento era muito mais intenso quando a comida palatavel era
oferecida.

Na primeira exposicdo a comida palatdvel, os animais
comportaram-se da mesma forma que quando oferecida a racdo comum,
ou seja, movimentos exploratdrios com a cabeca e pescoco e
aproximacdo lenta (exploracdo visual angular, exploracdo visual ou
“peeping” e locomogdo). Nas exposicbes seguintes,apenas a
visualizacdo do pote de racdo palatavel em aproximacdo a gaiola, ja
provocaram um aumento dos comportamentos exploratorios, locomogao
e aproximacdo rapida 4 mdo do cuidador, que segurava o pote. Os
animais, em geral, iniciaram a ingestdo da racdo palatavel antes mesmo
do posicionamento final do pote de racdo, com a gaiola ainda em
manutencdo, e permaneceram comendo somente no pote da comida
palatavel por todo tempo em que o cuidador estava no biotério, periodo
de manutencédo. Apresentaram uma ingestdo continua sem interrupcdes e
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ndo apresentaram locomogdo ou comportamentos exploratorios
concomitante com a ingestdo da ragéo palatavel.

Os animais alojados em AP, quando posicionados na gaiola
experimental, inicialmente  permaneceram imoveis realizando
movimentos rotacionais lentos com a cabeca, seguidas de movimentos
balisticos do pescogo de forma lenta e progressiva (exploracdo visual
angular e peeping). O tempo de imobilidade, ao serem posicionados na
Gexp, era varidvel entre os animais. Em geral, os animais do AP
iniciaram uma lenta locomogdo em dire¢do a comida palatavel,
disponibilizada no canto direito da Gexp, mais precocemente que 0s
animais AE.

Uma vez iniciada, essa locomogdo era acompanhada de
frequentes paradas associadas a comportamentos exploratorios da
cabeca e pescoco. A aproximacdo da comida palatavel ocorria de forma
lenta, e 0 animal freqlientemente aproximava-se em uma locomogao
lateral, ou seja, com a cabeca e o bico orientados para frente na Gexp e
ndo em direcdo a comida. Apos estar proximo ao recipiente contendo a
comida palatavel o animal locomovia-se ao redor do recipiente e em
seguida realizava uma locomocédo horizontal de um lado para o outro da
gaiola, de forma mais rapida e associada a movimentos exploratérios de
cabeca e pescogo. ApOs a primeira bicada, 0s animais ndo ingeriam o
alimento da mesma forma como na Gca, a ingestdo era acompanhada de
interrupgdes constantes com movimentos exploratérios de cabeca e
pescoco e locomogdes rapidas em pequenas distancias. Foi observada
diminuicdo destas interrupcdes com o aumento da permanéncia na
Gexp, porém elas ndo desapareceram por completo até o final do
experimento, ou seja, 10 minutos apds a primeira bicada.

O comportamento de defecar raramente era observado no periodo
apdés a primeira bicada do teste. Os comportamentos de manutengéo
como auto-limpeza -onde o animal toca as prdprias penas com o bico ou
patas, fazendo movimentos de puxar, separar, cogar ou bicar as penas-
foram observados com maior frequéncia em momentos finais do teste.
Os demais comportamentos como sono, espreguicar e arrepiar penas
foram vistos raramente. Comportamentos de fuga, como pular e bater
asas apresentaram-se em menor frequéncia nos animais AP quando
comparado aos animais alojados em AE.

Os animais alojados em AE quando expostos a Gexp,
inicialmente ficaram totalmente imoveis com os olhos bem abertos sem
movimentos exploratdrios, eles pareciam permanecer por mais tempo
neste comportamento do que os animais do biotério setorial, aos poucos,
suaves movimentos rotacionais com a cabeca eram realizados e
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iniciavam os movimentos exploratérios. Movimentos exploratorios com
angulacdo do pescoco (peeping) demoraram mais a aparecer e foram
realizados de forma mais lenta que nos animais AP, eles eram muitas
vezes associados com movimentos de exploragdo visual angular, e
foram observadas alternancias entre movimentos rotacionais da cabeca e
balisticos do pescoco.

Locomocgdo, de um modo geral, foi um comportamento que
apareceu mais tardiamente e era realizada de forma muito similar ao
grupo do biotério padrdo, ou seja, aproximagdo lenta, locomogdo
horizontal de um lado para o outro da gaiola e ao redor do comedouro
com velocidade progressivamente aumentada ao longo do tempo,
arriscando maiores distancias ao final do teste.

Frequentemente os animais AE, pularam sobre a comida, se
locomoveram sobre a mesma e ndo a bicaram ou ingeriram, ou ainda,
aparentemente demoraram mais em fazé-lo quando comparados aos
animais AP. Pareciam utilizar o comedouro como um poleiro e
apresentaram uma maior freqliéncia de comportamentos de fuga como
pular e bater asas. Os demais comportamentos também foram
observados de forma esporadica.

Apds a primeira bicada,a freqiéncia e duragdo de movimentos
exploratorios durante a ingestdo pareciam muito aumentadas em
comparagao aos animais AP, assim também aconteceu com a locomogao
gue parecia mais intensa. Os comportamentos de manutencdo como
auto-limpeza apareceram com menos frequéncia. Os comportamentos de
fuga continuaram apés a primeira bicada, e em alguns animais pareciam
aumentar ao longo do teste.

3.2 A HIPOFAGIA PROVOCADA POR NOVIDADE: DESCRICAO
QUANTITATIVA NOS  ANIMAIS  ALOJADOS NO
LABORATORIO E COMPARACAO COM OS ANIMAIS
ALOJADOS NA GAIOLA COMUNITARIA

3.2.1 O comportamento pré-prandial

No momento dos testes, os animais AP (n= 13) apresentaram
peso= 448,33 £ 10,98 g, desses animais seis eram fémeas (peso= 428,7
+ 19,66 g) e sete animais eram machos (peso= 465,11 + 8,37 g). No
grupo alojado em AE (n=14), o peso médio foi 452,63 + 10,16 g, sendo
que sete animais eram fémeas (peso= 451,50 £+ 13,50 g) e outros sete
animais eram machos (peso = 453,77 + 16,28 g). Os animais de ambos
0S grupos apresentaram pesos corporais estatisticamente similares.
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A laténcia para primeira bicada no teste de hipofagia induzida por
novidade ndo demonstrou diferenca significante entre os grupos AP e
AE (teste de Mann-Whitney (M-W) p=0,11) e também através dos testes
de sobrevivéncia, (teste de Gehan's Wilcoxon (GW) p= 0,89; teste de
Cox-Mantel (C-M) U=0,846 p= 0,70), (Figura 7) .Estas varidveis tém
distribuicbes diferentes da Gaussiana (ou normal), e algumas ndo tém
homocedasticidade. Logo, usamos testes ndo paramétricos para estuda-
las.

A) Laténcia para primeira bicada B) Laténcia para primeira bicada

2800 (AP vs AE)
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Y 2 o 8% — AE
2 1600 =
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Figura 7 — Laténcia para primeira bicada AP vs AE no teste de Hipofagia
induzida por Novidade. A) Laténcia em segundos para a primeira bicada (média
+ EPM), teste de Mann-Whitney. B) Porcentagem de animais que permanecem
no teste de Hipofagia Induzida por Novidade, ao longo do tempo, até a primeira
bicada AP vs AE, teste de Gehan's Wilcoxon e teste de Cox-Mantel. AP
(ambiente padrdo, N= 12 vs AE (Ambiente enriquecido, N= 13).

O repertdrio comportamental apresentado pelos animais, durante
0 teste de Hipofagia Induzida por Novidade foi consistente com o
catalogo utilizado para analise comportamental, catalogo adaptado de
SOUZA et al., 2009.

Na analise dos comportamentos pré-prandiais, prandiais e na
laténcia para primeira bicada, dois animais foram excluidos. Um animal
pertencente ao grupo AP foi excluido por ser um animal “outlier”, ou
seja, seus dados de frequéncia e duracdo de comportamentos
explorat6rios eram maiores ou menores que a média, respectivamente,
mais duas vezes 0 desvio padrdo. Este animal quando posicionado na
Gexp, permaneceu imoével por 22 minutos, realizou um breve
locomocéo e permaneceu imdvel novamente até o final do experimento
(tempo maximo de 60 minutos).Outro animal do grupo AP morreu
durante o periodo de aclimatacdo. Portanto, os testes de comportamentos
pré-prandiais foram realizados com n=12 no grupo AP.



51

Um segundo animal pertencente ao grupo AE, ao ser posicionado
na Gexp, permaneceu imovel durante 30 minutos. Seus dados de
frequéncia e duragdo de comportamentos exploratérios também foram
maiores que a média +, respectivamente mais duas vezes o desvio
padrdo, e este animal foi excluido do teste, por ser um animal outlier.
Portanto, o grupo AE foi analisado com n=13.

Foram realizadas comparagOes estatisticas (M-W), entre as
duracOes e freqiéncias totais de cada comportamento entre 0s grupos
AP e AE, no primeiro minuto antes da primeira bicada, nos cinco
Gltimos minutos antes da primeira bicada e nos dez Gltimos minutos
antes da primeira bicada. Os comportamentos analisados no primeiro
minuto antes da primeira bicada estdo listados na tabela 2 abaixo.

Tabela 2 — Teste da Hipofagia Induzida por Novidade,nos 60 segundos
anteriores & primeira bicada. Ndmero de animais (N), médias + EPM de
duracdo e frequéncia dos comportamentos observados no teste. seg=
segundos.AP=ambiente padrdo de laboratério (N=12), AE= ambiente
enriquecido (N=13), Ex.=explora¢do, ns= ndo significante, p= valores extraidos
do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, p<0,05.

Comportamentos AP AE P
Auto limpeza
Duracao (s) 1,64+1,16 0,27 £ 0,27 ns
Frequéncia 0,25+ 0,17 0,15+ 0,15 ns
Aurrepiar Penas
Duracdo (s) 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 ns
Frequéncia 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 ns
Bater Asas
Duracdo (s) 0,00 + 0,00 1,58 +1,58 ns
Frequéncia 0,00 + 0,00 0,15+0,15 ns
Espreguicar
Duracdo (s) 0,00 + 0,00 0,37 £ 0,37 ns
Frequéncia 0,00 + 0,00 0,07 £ 0,07 ns
Exploracao de
giﬁggggogade 367+1,67 | 084+0,84 ns
PR 0,66+0,30 | 0,15+0,15 ns
Freguéncia
Exploracao Visual
g)jffégg)(s) 29,994,722 | 26,13+5,82 ns
PR 3.00+0,36 | 2,30+0,47 ns
Freguéncia
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Exploracédo Visual

éﬂ?;'gg “ 181+181 | 7,40+4,44 ns

Eron o 0,16+0,16 | 0,61+0,31 ns
requéncia

Imobilidade Alerta

Duraco (s) 0,76 £0,76 | 0,57 +0,57 ns

Frequéncia 0,08+0,08 | 0,07+0,07 ns

Locomocdo

Duragao(s) 1180264 | 9023 te;tfo'\gé‘é"'

Frequéncia 2,33+0,28 B ns

Pular 0,00+0,00 | 0,00£0,00 ns

Duragflo(;) 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 ns

Frequéncia

No primeiro minuto antes da primeira bicada, a duracdo de
locomogdo no grupo AP foi significantemente maior que quando
comparado a duracdo de locomocgdo do grupo AE (M-W p=0,038), a
frequéncia deste mesmo comportamento ndo demonstrou diferenca
significante entre os grupos. Nenhuma diferenca estatistica foi
encontrada na duragdo e frequéncia de outros comportamentos, nos 60
segundos antes da primeira bicada, que séo eles: auto-limpeza, arrepiar
penas, bater asas, espreguicar, exploracdo assoalho/grade, exploragao
visual, exploracéo visual angular, imobilidade alerta e pular.

As duragdes e freqliéncias de cada comportamento foram
comparadas entre os grupos AP e AE, nos cinco Ultimos minutos antes
da primeira bicada e estdo listados na tabela 3 abaixo:

Tabela 3 — Teste da Hipofagia Induzida por Novidade,nos 300 segundos
anteriores a primeira bicada. NUmero de animais (N), médias + EPM de
duracdo e frequéncia dos comportamentos observados no teste. seg=
segundos.AP= ambiente padrdo de laboratério (N=12), AE= ambiente
enriquecido (N=13), Ex.=exploracéo, ns= ndo significante, p= valores extraidos
do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, p<0,05.

Comportamentos AP AE P
Auto limpeza
Duracdo (s) 18,59+7,29 | 3,31+1,57 ns
Frequéncia 3,33+1,35 1,30+ 0,63 ns
Arrepiar Penas
Durac&o (s) 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 ns
Frequéncia 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 ns
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Bater Asas

Duracéo (s) 1,08 +0,72 5,80+ 3,91 ns

Frequéncia 0,33+0,23 1,15+ 0,47 ns

Espreguicar

Duracéo (s) 0,00 + 0,00 0,37 £ 0,37 ns

Frequéncia 0,00 + 0,00 0,07 £ 0,07 ns

Exploracéo de teste MW

gﬁ?ggg’gg)rade 9,00+373 | 153+153 | p=002

Frequéncia 2,11+0,77 0,38 £ 0,38 teste M-W,
p=0,008

Exploracéo Visual

(peeping) 204,23 + 192,70 + ns

Duracao (s) 15,46 21,44 ns

Frequéncia 18,11 +2,03 | 13,30+1,80

Exploracédo Visual

Angular 38,88 +

Duracao (s) 1?2; f 34723 20,33 22

Frequéncia e 2,84 +0,99

Imobilidade Alerta

Duracao (s) 2,36 + 2,36 6,30 + 4,17 ns

Frequéncia 0,22 +0,22 0,76 £ 0,42 ns

Locomocdo

Duragao(s) 40,76 £ 13,09 | 32,08 + 11,65 ns

Frequéncia 9,44 £ 1,95 6,30+£1,98 ns

Pular 0,00 + 0,00 0,28 +0,28 ns

DUI’&(}?.O(?) 0,00 + 0,00 0,16 £ 0,16 ns

Frequéncia

Nos ultimos 300 segundos antes da primeira bicada, a duragdo do
comportamento de exploragdo do assoalho/grade (M-W p= 0,02) e a
frequéncia de exploracdo do assoalho grade (M-W p=0,008) no grupo
AP foi significantemente maior que quando comparado a duragdo e
frequéncia do mesmo comportamento no grupo AE, os animais alojados
em AE praticamente ndo realizaram exploracdo do assoalho grade
quando comparados ao grupo AP. Nenhuma diferenca estatistica foi
encontrada na duracdo e frequéncia de outros comportamentos, nos
Gltimos cinco minutos antes da primeira bicada, que sdo eles:
autolimpeza, arrepiar penas, bater asas, espreguicar, locomocao,
exploracdo visual, exploracdo visual angular, imobilidade alerta e pular.
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As duracdes e frequiéncias de cada comportamento também foram
comparadas entre os grupos AP e AE, nos ultimos dez minutos antes da
primeira bicada e estéo listados na tabela 4 abaixo:

Tabela 4 — Teste da Hipofagia Induzida por Novidade, nos 600 segundos
anteriores & primeira bicada. Numero de animais (N), médias + EPM de
duracdo e frequéncia dos comportamentos observados no teste. seg=
segundos.AP=ambiente padrdo de laboratério (N=12), AE= ambiente
enriquecido (N=13), Ex.=exploragdo, ns= ndo significante, p= valores extraidos
do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, p<0,05.

Comportamentos AP AE P

Auto limpeza

Duracéo (s) 22,72 £9,59 5,94 + 2,35 ns

Frequéncia 3,42 +0,92 1,70+ 0,61 ns

Arrepiar Penas

Duracéo (s) 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 ns

Frequéncia 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 ns

Bater Asas

Duracéo (s) 1,79+1,22 8,06 + 4,98 ns

Frequéncia 0,57 £ 0,42 1,00+ 0,59 ns

Espreguicar

Duracéo (s) 0,00 + 0,00 0,37 £ 0,37 ns

Frequéncia 0,00 + 0,00 0,07 £ 0,07 ns

Exploracédo de

gai‘;zgzog)rade 10014397 | 3,07+282 ns
P 2,14+0,82 0,80 £ 0,69 ns

Frequéncia

Exploracédo Visual

g’jffg'gg)(s) 362,19 +59,04 | 437,25+ 34,19 ns
PR 22,00 + 3,86 22,90 +2,37 ns

Frequéncia

Exploracao Visual

33?:9':2 © 40,66+20,85 | 49,99 30,77 ns
PR 3,14+1,24 4,40+ 1,45 ns

Freguéncia

Imobilidade Alerta

Duracdo (s) 77,63 + 47,43 7,43 +5,48 ns

Frequéncia 2,00+ 1,15 0,90 £ 0,52 ns

Locomocéo

Duracéo(s) 72,96 + 38,70 61,79 + 21,74 ns

Frequéncia 13,85 + 4,97 12,50 + 3,09 ns
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Pular 0,00 + 0,00 2,04+1,93 ns
Duragao(;) 0.00 +0.00 0,90 +0,79 ns
Frequéncia A

Nos ultimos 600 segundo antes da primeira bicada, ndo foi
encontrada nenhuma diferenca estatisticamente significante entre os
grupos AP e AE, nos comportamentos apresentados durante o teste de
Hipofagia Induzida por Novidade.

Em resumo, ndo foram observadas diferengas significantes na
laténcia para primeira bicada entre os grupos. No periodo pré-prandial,
observamos diferengas estatisticamente significantes de
comportamentos, entre 0s grupos, a partir dos 300 segundos antes da
primeira bicada. Os animais do grupo AP apresentaram dura¢do do
comportamento de locomogdo significativamente maior que os animais
do grupo AE no dltimo minuto antes da primeira bicada, ou seja, eles
permaneceram por mais tempo locomovendo-se neste periodo.Esses
mesmos animais exploraram o assoalho/grade da Gexp por mais tempo
e com maior frequéncia, nos Ultimos 300 segundos antes da primeira
bicada, quando comparados ao grupo AE que praticamente nao
apresentavam este comportamento.

3.2.2 O Comportamento prandial

Na analise dos comportamentos prandiais, 0s animais “outliers”
descritos anteriormente também foram excluidos, assim, o grupo AP
n=12 e o grupo AE n=13. Destes animais, no grupo AP 0s 12 animais
bicaram a comida durante o teste HIN e no grupo AE 8 animais. Foram
realizadas comparacOes estatisticas, entre as duracdes e freqliéncias
totais de cada comportamento entre os grupos AP e AE. Os
comportamentos analisados estdo listados na tabela 5 abaixo.
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Tabela 5 — Teste de Hipofagia Induzida por Novidade, nos 600 segundos apos
a primeira bicada.Ndmero de animais (N), médias + EPM de duragdo e
frequéncia dos comportamentos observados no teste. seg= segundos.AP=
ambiente padrdo de laboratério (N=12), AE= ambiente enriquecido (N=8),
Ex.=exploracdo, ns= ndo significante, p= valores extraidos do teste nédo
paramétrico de Mann-Whitney, p<0,05.

Comportamentos AP AE P
Comer teste M-W,
Duragéo 270,98 +37,72 | 68,84 +38,49 p=0,007
Frequéncia 24,33 £ 1,97 10,75+ 4,84 teste M-W,

p= 0,04
Ex. Visual (peeping)
Duracio 14535 16,39 | 359,03+ 4253 | "1 '(\)"O(\)’X
Frequéncia 34,25 £ 3,29 29,00+ 2,71 = r,1$
Locomocdo
Duragéo 111,71 +£27,08 | 124,54+30,22 ns
Frequéncia 22,25 +3,91 21,75 + 4,06 ns
Imobilidade Alerta
Duracéo 0,00 + 0,00 29,75 £ 29,42 ns
Frequéncia 0,00 + 0,00 0,87 +0,74 ns
Ex. Angular Visual
Duracéo 3,26 £ 3,26 12,28 £5,16 ns
Frequéncia 0,41+0,41 1,37 +£0,53 ns
Ex. Assoalho/grade teste M-W,
Duracéo 45,08 £ 12,32 3,95+1,98 p=0,003
Frequéncia 7,08 + 1,36 1,00 £ 0,53 teste M-W,
p=0,004
Bater Asas
Duragdo 1,82+0,84 14,68 + 7,25 ns
Frequéncia 0,66 + 0,25 250+1,14 ns
Pular teste M-W,
Duracéo 0,00 £ 0,00 5,04 £ 2,24 p=0,02
Frequéncia 0,00 £ 0,00 2,00+ 0,92 teste M-W,
p=0,02
Auto Limpeza
Duracéo 8,12+3,11 7,70 £2,80 ns
Frequéncia 1,33+0,44 2,50 £ 0,80 ns
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Arrepiar Penas
Duracéo 1,13+ 0,84 0,00 £ 0,00 ns
Frequéncia 0,25+0,17 0,00 £ 0,00 ns

Espreguicar

Duragéo 0,16 + 0,16 0,00 + 0,00 ns
Frequéncia 0,08 + 0,08 0,00 + 0,00 ns
Defecar

Frequéncia 0,16 £ 0,11 0,12 £0,12 ns

A frequéncia (M-W p= 0,04) e duragdo (M-W, p=0,007) do
comportamento de comer foram significativamente menores nos animais
do AE quando comparados aos animais do grupo AP (figura8,CeD e
tabela 1, apéndice A). A duracdo (Friedman ANOVA (FA) (N =12, df =
4) =5,46 p = 0,2) e a frequéncia do comportamento de comer (FA (N =
12, df = 4) = 8,71 p = 0,06) nos animais alojados em AP nos diferentes
periodos do teste (1-5) ap6s a primeira bicada, ndo apresentam
diferencas significantes. J& os animais alojados em AE apresentaram
uma reducdo da duragdo do comportamento de comer mais precoce (FA
(N =8, df =4) =10,89 p = 0,02 ; 1-5WilcoxonMatched Pareado (WM)
p=0,01),a ingestdo nesses animais foi diminuindo ao longo dos periodos
(1-5). A frequéncia com que os animais do grupo AE apresentavam o
comportamento de comer também foi significativamente menor entre o
periodos ao longo do tempo (FA (N=8, df =4) = 13,66 p= 0,008), 1-5
WM p=0,007) (figura 8, A e B).

Analisamos também a duragdo média deste mesmo
comportamento de comer, ou seja, a duracdo total desse comportamento
de cada animal dividida pelo total de freqliéncias em que esse
comportamento aparece. Neste caso, 0s animais alojados em AE
apresentaram uma duracdo média do comportamento de comer
significativamente menor (M-W, p= 0, 007) quando comparados aos
animais alojados em AP (figura 8, C), ou seja, uma vez que esses
animais comegavam a comer, eles permaneciam em média menos tempo
comendo quando comparados ao grupo AP.

O volume de racédo palatavel ingerido foi registrado como volume
ingerido/100g de peso corporal. O volume ingerido durante o teste, foi
significativamente menor nos animais alojados em AE (n=9) (M-W,
p=0,003) quando comparado aos animais alojados em AP (n=12). Um
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animal do AP e cinco animais do AE ndo participaram da andlise de
volume ingerido, por uma dificuldade no adequado registro da
quantidade de ragdo remanescente apés o teste (figura 8, D).
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Figura 8 —Efeito dos diferentes ambientes sobre a duracdo (A) e frequéncia (B),
do comportamento de comer, nos periodos de 1 a 5, ap6s a primeira bicada. (C)
Duracdo do comportamento de comer (Médias + EPM). (D) Frequéncia do
comportamento de comer (Médias + EPM). (E) duragcdo média (Médias £ EPM)
do comportamento de comer AP vs AE. (F) volume ingerido por 100 gramas de
peso corporal (Médias + EPM) AP vs AE. AP= ambiente padrao de laboratério,
AE= ambiente enriquecido, seg= segundos, (#)p= valores extraidos do teste ndo
paramétrico de Mann-Whitney, p<0,05.(*) p < 0,05 quando comparado aos 2
primeiros minutos ap6s o inicio da ingestdo. (#) p<0,05 quando comparado ao
AP no mesmo periodo de tempo.
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Com relacdo aos comportamentos exploratérios, a duracdo do
comportamento de exploracdo visual (peeping) foi significativamente
maior nos animais alojados em AE (M-W, p= 0,0004) quando
comprados aos animais alojados em AP, no periodo prandial (Figura 9,
C). A duracdo de peeping ndo mostrou diferengas estatisticamente
significantes entre os periodos (1-5) (Figura 9, A, tabela 2, Apéndice
A).Também ndo houve diferenca estatistica significante na frequéncia
desse comportamento entre os dois grupos, mas a frequéncia diminui
significativamente entre os periodos (1-5) nos animais alojados em AE
(FA (N = 8, df = 4) = 13,589 p = 0,008; WM, pl-p2 p=0,02, pl-p4
p=0,01, p1-p5 p=0,01) (figura 9, B e D; tabela 2, Apéndice A).
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Figura 9 —(A) duracdo do comportamento de exploracdo visual AP vs AE nos
periodos de 1-5. (B) Frequéncia do comportamento de exploracdo visual AP vs
AE nos periodos de 1-5. (C) Duragao total (600 segundos, Médias + EPM) do
comportamento exploracdo visual prandial, AP vs AE. (D) Frequéncia total
(600 segundos Médias = EPM) do comportamento de exploragdo visual pds
prandial, AP vs AE. . AP= ambiente padrdo de laboratério, AE= ambiente
enriquecido. , (#) p= valores extraidos do teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney, p<0,05.(*) p < 0,05 quando comparado aos 2 primeiros minutos apds
0 inicio da ingestdo. (#) p<0,05 quando comparado ao AP no mesmo periodo de
tempo.
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A exploracdo do assoalho/grade da Gexp durante o teste mostrou
diferencas significantes entre os grupos. Nesse comportamento tanto a
duracdo (M-W, p=0,003), quanto a frequéncia (M-W p=0,004) foram
significativamente maiores nos animais alojados em AP (Figura 10, C e
D). N&o houve diferenca estatistica significante na frequéncia e duracéo
da exploracdo assoalho/grade, entre os periodos (1-5) em ambos os
grupos (Figura 10, A e B). A duracgéo da exploragdo assoalho/grade dos
animais AP foi maior nos periodos 1, 3, 4 e 5 quando comparados aos
animais AE (Figura 10, A, tabela 3, Apéndice A). A frequéncia do
mesmo comportamento, foi maior nos animais AP nos periodos 1, 4 e 5
quando comparados aos animais AE no mesmo periodo (Figura 10, B;
tabela 3, Apéndice A).

A) Duragao de exploragao assoalho/grade  B) Frequéncia de exploragao assoalho
30 /grade
4

2 ® AE & AE

L
>
T
w
i»
=
]

egundo:

Segu
(B
e
(PY
e
e
Frequéncia
—o—|
o
= 3
—o—
o]

o o0

0

02 24 46 68 810 0 0-2 24 46 6-8 8-10
Periodos Periodos

€) Duragso de exploragdo assoalho/grade D) Frequéncia de exploragéo assoalho
/grade

)
o

Segundos

w £

o o
Frequéncia

=

#

AP AE
Ambiente Ambiente

Figura 10 — (A) duracdo do comportamento de exploragdo assoalho/grade AP vs
AE nos periodos de 1-5. (B) Frequéncia do comportamento de exploracédo
assoalho/grade AP vs AE nos periodos de 1-5. (C) Duracéo total (600 segundos,
Médias + EPM) do comportamento exploracdo assoalho/grade prandial, AP vs
AE. (D) Frequéncia total (600 segundos, Médias + EPM) do comportamento de
exploracdo assoalho/grade pés prandial, AP vs AE. .AP= ambiente padrdo de
laboratério, AE= ambiente enriquecido. , (*)p= valores extraidos do teste ndo
paramétrico de Mann-Whitney, p<0,05.(*) p < 0,05 quando comparado aos 2
primeiros minutos apés o inicio da ingestdo. (#) p<0,05 quando comparado ao
AP no mesmo periodo de tempo.
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No comportamento de locomogdo, ndo encontramos diferencas
significantes nas duracBes e freqliéncias totais desse comportamento
(Figura 11, C e D), porém, observou-se um aumento da duracdo da
locomocédo ao final do teste, nos Ultimos periodos (1-5), nos animais
alojados no AP (FA (N = 12, df = 4) = 10,555 p = 0,03; WM, p3-p4
p=0,02, p3-p5 p=0,009). A frequéncia do comportamento de locomogao
permanece sem alteracGes significantes entre os periodos nos diferentes
grupos (Figura 11, A e B). No ultimo periodo do teste (p5) observamos
diferenca na duragdo e frequéncia entre os grupos no mesmo periodo
(figura 11, A e B; tabela 4, Apéndice A).
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Figura 11 —(A) duracdo do comportamento de Locomogdo AP vs AE nos
periodos de 1-5. (B) Frequéncia do comportamento de locomogdo AP vs AE
nos periodos de 1-5. (C) Duracdo total (600 segundos,Médias + EPM) do
comportamento locomogdo p6s prandial, AP vs AE. (D) Frequéncia total (600
segundos, Médias = EPM) do comportamento de locomogdo pés prandial, AP
vs AE. . AP= ambiente padrdo de laboratério, AE= ambiente enriquecido. , (*)
p= valores extraidos do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, p<0,05..(*) p
< 0,05 quando comparado aos 2 primeiros minutos apés o inicio da ingestao. (#)
p<0,05 quando comparado ao AP no mesmo periodo de tempo.

Com relacdo aos comportamentos de fuga, ndo houve diferencas
estatisticamente significantes entre 0s grupos no comportamento de
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bater asas. Ja, o comportamento de pular, apresentou duracdo (M-W
p=0,02) e frequéncia (M-W p=0,02) significantemente maiores nos
animais alojados em AE, essa diferenca aparece por esse
comportamento de pular aparecer exclusivamente nos animais alojados
em AE. Entre os periodos ndo houve diferenca significante na duragéo e
frequéncia desse comportamento.

Outros comportamentos foram observados mais raramente, que
sdo eles: auto-limpeza, imobilidade alerta, espreguigar, arrepiar penas e
defecar. Nenhuma diferenca estatistica pode ser encontrada, na
frequéncia e duracgdo destes comportamentos entre 0s grupos.

Em resumo: Os animais do ambiente AE ndo apresentaram
diferencas estatisticas quando comparados ao grupo AP na laténcia para
primeira bicada, porém,observamos diferencas comportamentais no
modo de comer nesses animais.Eles apresentaram uma duracdo média
do comportamento de comer menor que o grupo AP, o volume ingerido
também foi menor significativamente e eles permaneceram por mais
tempo em exploracdo visual durante a ingestdo, assim como,
demonstraram comportamentos de fuga como pular. J& os animais AP
apresentaram duracdo e frequéncia do comportamento de comer
significantemente maior que o grupo AE, esses animais exploraram
assoalho e grade com maior duracdo e frequéncia e permaneceram mais
tempo em locomogao nos periodos finais do teste.

3.3 EFEITOS DAS DIFERENTES CONDICOES DE ALOJAMENTO
SOBRE A IMOBILIDADE TONICA

Foram registradas e avaliadas, a duracdo em segundos da
imobilidade ténica e o numero de contencBes necessarias para
desencadear esse comportamento. N&o foram observados animais
outliers com relacdo a duracdo de IT e também ao nimero de contengdes
necessarias para desencadear a mesma.Portanto, as analises foram
realizadas com AP n=13 e AE n=14. O grupo AP com um animal a
menaos, por este morrer durante o periodo de aclimatacdo no laboratério.

O tempo de imobilidade tonica foi variavel entre os animais do
mesmo grupo e de grupos diferentes.Em geral, os animais entraram em
imobilidade tbnica na primeira tentativa, um animal do ambiente AP e
dois do AE entraram em IT ap6s duas tentativas. Os resultados foram
analisados através do teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney
comprando o grupo AP vs AE. A duracdo total de Imobilidade tdnica
ndo mostrou diferencas significantes entre os grupos (M-W p=0,77)
(Figura 12, B). Também nédo houve diferencas significantes no nimero
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de contengBes necessarias para desencadear a IT nos diferentes grupos
(M-W p=0,62) (Figura 12, C). A andlise de duracdo total de IT também
foi realizada através do teste de sobrevivéncia (teste de GW p= 1,00;
teste de C-M U=0,269 p= 0,90) e ndo foram encontradas diferencas
estatisticas significantes entre os grupos (Figura 12, A). As médias e
erro padrdo do tempo de imobilidade ténica e o nimero de tentativas,
também podem ser observadas na tabela 1 do anexol.
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Figura 12. (A) Porcentagem de animais que permanecem em Imobilidade
tonica, ao longo do tempo, AP vs AE. (B) Efeito do ambiente sobre a duracéo
de imobilidade tonica. (C) Efeito do ambiente sobre o nimero de contengdes
necessarias para desencadear a imobilidade ténica. AP= ambiente padrdo de
laboratorio, AE= ambiente enriquecido. Nenhuma diferenca estatistica pode ser
encontrada pelo teste de Mann-Whitney entre os grupos.

3.4 EFEITOS DAS DIFERENTES CONDIGOES DE ALOJAMENTO
SOBRE A EXPRESSAO DA DOUBLECORTINA (DCX) NO
PROSENCEFALO DE POMBOS.

3.4.1 Quantificacdo de células DCX + no hipocampo

Foram contados os corpos celulares DCX+ nas regifes da Lamina
lateral (II),Lamina medial (ml) e Nucleo triangular (Tr) do hipocampo
ventral em sec¢fes entre 0s niveis A 7.25 e A 5.00 segundo o atlas do
cérebro do pombo (KARTEN e HODQS, 1967). As quantidades de
células DCX+ observadas em animais alojados em AP e AE foram
comparadas utilizando o Teste-t de Student, foram considerados
significantes os valores de p<0,05. Para facilitar a visualizacdo dos
dados, as médias = erro padrdo da média, estdo representados
graficamente na tabela 6 do apéndice A.

Foram comparados o nimero total de células DCX+ por mm? de
cada animal, na lamina lateral do hipocampo ventral, AP vs AE (Figura
13, A e B). Quando comparado o nimero de células multipolares (Test t
p= 0,3) (figura 14, A), bipolares (Test p= 0,2) (Figura 14, A) e
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multipolares + bipolares (Test t p= 0,4) (Figura 14, B) ndo verificamos
diferencas significantes entre os grupos.

Na Iamina medial do hipocampo ventral também ndo verificamos
diferencas significantes entre os grupos na analise de células
multipolares (Test t p= 0,1) (figura 14, C) e bipolares (Test t p= 0,1)
(figura 13, C). Quando comparadas a soma das células multipolares+
bipolares o grupo AP apresentou estatisticamente um maior nimero
total de células DCX+ na regido (Test t p= 0,01) (figura 14, D).

No nucleo triangular do hipocampo ventral ndo foram vistas
diferencas estatisticas significantes entre os grupos AE e AP no nimero
de células multipolares (Test t p= 0,09) (figura 14, E), bipolares (Test t
p= 0,8) (figura 14, E) e multipolares+bipolares (Test t p= 0,1) (figura
14, F).

Figura 13. Efeito das condigdes de alojamento no nimero de células DCX+ no
hipocampo ventral. Fotomicrografia (escala de barra 50um) do hipocampo de
pombos adultos (A) alojados em AP e em (B) alojados em AE por 40 dias,
distribuicdo de células e fibras DCX+.
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Figura 14. NUmero de células DCX+ na Lamina Lateral, Lamina Medial e
Nucleo Triangular do hipocampo ventral. (A) nimero de células multipolares e
bipolares na lamina lateral do hipocampo ventral. (B) nimero total de células
multipolares + bipolares na lamina lateral do hipocampo ventral. (C) nimero de
células multipolares e bipolares na lamina medial do hipocampo ventral. (D)
nimero total de células multipolares + bipolares na lamina medial do
hipocampo ventral. (E) nimero de células multipolares e bipolares no nicleo
triangular do hipocampo ventral. (F) ndmero total de células multipolares +
bipolares no nicleo triangular do hipocampo ventral. AE= ambiente
enriquecido, AP= ambiente padrdo de laboratério, DCX+= células
doublecortina positivas. Teste t Student entre os grupos AP vs AE (#) p<0,05
quando comparado ao AE no nimero total de células bipolares + multipolares.
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3.4.2 Quantificacdo de células DCX + no Hyperpallium Apicale

Foram contados os corpos celulares DCX+ no Hiperpallium
Apicale em secgdes entre os niveis A 7.50 e A 8.50 segundo o atlas do
cérebro do pombo (KARTEN e HODOS, 1967).

As quantidades de células DCX+ observadas no Hyperpallium
Apicale em animais alojados em AP e AE foram comparadas utilizando
0 Teste-t de Student, foram considerados significantes os valores de
p<0,05. Os dados, as médias * erro padrdo da média, estdo
representados graficamente na tabela 7 apéndice A.

Quando comparado o nimero de células multipolares (Test t p=
0,6) (figura 15, A), bipolares (Test t p= 0,7) (figura 15, A) e
multipolares+ bipolares (Test t p= 0,7) (figura 15, B) ndo foram
observadas diferencas significantes entre os grupos.
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Figura 15 —-NUmero de células DCX+ no Hyperpallium Apicale nos grupos AE
e AP, dados representados por média + EPM. (A) nuimero de células
multipolares e bipolares no Hyperpallium Apicale AE vs AP. (B) nimero total
de células bipolares + multipolares no Hyperpallium Apicale AE vs AP. AE=
ambiente enriquecido, AP= ambiente padrdo de laboratério, DCX+= células
doublecortina positivas. Teste t Student entre os grupos AE e AP, sem
diferencas significantes, p > 0,05.

3.4.3 Quantificacdo de células DCX + no Estriado Medial e
Estriado Lateral.

Foram contados os corpos celulares DCX+ no Estriado medial e
Estriado lateral em seccdes entre os niveis A 9.50 e A 7.50 segundo o
atlas do cérebro do pombo (KARTEN e HODOS, 1967).

As quantidades de células DCX+ observadas no Estriado Medial
e Estriado Lateral, em animais alojados em AP e AE, foram comparadas
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utilizando o Teste-t de Student, foram considerados significantes 0s
valores de p<0,05. Os dados, as médias + erro padrdo da média, estdo
representados graficamente na tabela 8 apéndice A.

Quando comparado o nimero de células multipolares (Test t p=
0,7) (figural6, A), bipolares (Test t p= 0,6) (figura 16, A) e multipolares
+ bipolares (Test t p= 0,7) (figura 16, B) ndo foram observadas
diferencas significantes entre os grupos na regido do Estriado Medial.

Na regido do Estriado Lateral, também ndo houve diferencas
estatisticas significantes entre os grupos, quando comparado 0 ndmero
de células multipolares (Test t p= 0,9) (figura 16, C), bipolares (Test t
p=0,7) (figura 16, C). e multipolares + bipolares (Test t p= 0,9) (figura
16, D).
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Figura 16 — Numero de células DCX+ no Estriado Medial e Estriado Lateral nos
grupos AE e AP, dados representados por média = EPM. (A) nimero de células
multipolares e bipolares DCX+ no Estriado Medial AE vs AP. (B) nimero total
de células multipolares + bipolares DCX+ no Estriado Medial AE vs AP. (C)
nimero de células multipolares e bipolares DCX+ no Estriado Lateral. (D)
namero total de células DCX+ multipolares + bipolares no Estriado Lateral.
AE= ambiente enriquecido, AP= ambiente padrdo de laboratério, DCX+=
células doublecortina positivas. Teste t Student entre os grupos AE e AP, sem
diferencas significantes, p > 0,05.
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3.4.4 Quantificacdo de células DCX + no Nidopallium
Caudolaterale.

Foram contados os corpos celulares DCX+ no Nidopallium
Caudolaterale em secgfes entre os niveis A 6.75 e A 5.00 segundo o
atlas do cérebro do pombo (KARTEN e HODOS, 1967).

Os totais de células DCX+ observadas no Nidopallium
Caudolaterale, em animais alojados em AP e AE, foram comparadas
utilizando o Teste-t de Student, foram considerados significantes os
valores de p<0,05. Os dados, as médias + erro padrdo da média, estdo
representados graficamente na tabela 9 apéndice A.

Quando comparado o nimero de células multipolares (Test t p=
0,9) (figura 17, A), bipolares (Test t p= 0,7) (figura 17, A) e
multipolares + bipolares (Test t p= 0,9) (figura 17, B) ndo foram
observadas diferengas significantes entre o0s grupos na regido do
Nidopallium Caudolaterale.
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Figura 17 — Ndmero de células DCX+ no Nidopallium Caudolaterale nos
grupos AE e AP, dados representados por média £ EPM. (A) nimero de células
multipolares e bipolares DCX+ no Nidopallium Caudolaterale AE vs AP. (B)
nimero total de células bipolares +multipolares DCX+ no Nidopallium
Caudolaterale AE vs AP. AE= ambiente enriquecido, AP= ambiente padrdo de
laboratério, DCX+= células doublecortina positivas. Teste t Student entre os
grupos AE e AP, sem diferencas significantes, p > 0,05.

Em resumo:

Verificamos influéncia ambiental na NPN prosencefalica de
pombos, quando observado o nimero total de células DCX+ na regido
da lamina medial do hipocampo ventral, nos animais alojados em AP. A
maior complexidade ambiental mostrou influéncia nos comportamentos
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defensivos dos animais, porém, com discreta alteracdo na neurogénese
prosencefalica, em um periodo de 40 dias alojamento.
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4. DISCUSSAO

Nossos dados indicam que ambientes com diferentes
complexidades fisicas e sociais modificam o0s comportamentos
defensivos. Animais expostos ao AE diminuiram a locomogdo e
exploragdo do assoalho e da grade da gaiola experimental, no periodo
pré-prandial, quando comparados aos animais mantidos em condi¢es
de laboratério (AP). Em roedores expostos a ambientes novos, em testes
de campo aberto, um aumento da imobilidade e diminuicdo da
exploracdo podem ser observados (SHERIF e ORELAND, 1994,
SAENZ et al., 2006).

Durante testes de HIN a atividade exploratoria e locomotora
parece diminuir com a aversividade do ambiente, em roedores
(COLEMAN, 2008; DULAWA e HEN, 2005). Ja o tratamento crbnico
com ansioliticos, aumenta o comportamento exploratério e diminui a
laténcia para comer durante este mesmo teste (DULAWA e HEN,
2005). O ambiente enriquecido parece ter um efeito similar ao causado
por tratamentos crénicos com antidepressivos e diminui a laténcia para
comer em animais alojados nestes ambientes de alta complexidade
durante o teste de HIN (MESHI et al., 2006). Porém, em nosso estudo,
0s animais AP parecem perceber a gaiola experimental como menos
aversiva do que é percebida pelos animais do AE. Estes animais
alojados em AP estavam mais moveis e exploravam mais a gaiola
experimental no periodo pré-prandial quando comparados aos animais
alojados em AE. Talvez, isso se deva ao fato da gaiola experimental ndo
divergir muito em aspectos fisicos da gaiola em que esses animais foram
expostos ao ambiente padréo de laboratdrio.

Neste estudo, ndo observamos diferenca na laténcia para comer,
no HIN, entre os grupos (AP vs AE). Neste teste de HIN, a laténcia para
comer e quantidade de ragdo ingerida sdo dados comumente utilizados
como uma medida de ansiedade (DULAWA e HEN, 2005; MERALI et
al.,, 2003; KELLY et al., 2011) . Nossos resultados indicam que a
medida da laténcia para comer, pode ndo ser o melhor indicador de
alteracBes comportamentais causadas pelo ambiente. Ja a analise mais
detalhada dos comportamentos pré e também prandiais nos mostrou
detalhes que talvez pudessem passar despercebidos.

Observamos mudancas comportamentais ndo somente no periodo
pré-prandial do teste, mas também no periodo prandial. Nesse momento
da ingestdo verificamos que a complexidade ambiental afeta
intensamente 0 modo como 0s animais comem e exploram o ambiente
em que estdo comendo. A andlise dos comportamentos durante o teste,
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ainda nao foi realizada por outros estudos em roedores e aves e pode ser
capaz de detectar aspetos importantes dos efeitos de diferentes
complexidades ambientais sobre o comportamento animal.

Os animais alojados em AE apresentaram um aumento na
duracdo e frequéncia de exploracdo visual (“peeping”) que foi
significante no periodo prandial, isto €, esses animais mostraram um
padrdo ingestivo com inUmeras interrupgdes por comportamentos
exploratorios. De acordo com estudos anteriores, independente das
condicBes de alojamento, pombos adultos separados de membros da
mesma espécie e expostos a um ambiente novo, mostram um aumento
de peeping que desaparece ao longo do tempo (DE SOUZA et al.,
2009). Peeping também foi observado como uma resposta a situagdes
ameacadoras, como a exposi¢do a sons de baixa frequéncia (FERRARI
et al., 1999), ambientes desconhecidos (DE SOUZA et al., 2009) e
antecipacdo de estimulos nocivos (ZIMMERMANN et al., 2011).
Apesar desses fatos (FERRARI et al., 1999; DE SOUZA et al., 2009;.
ZIMMERMANN et al., 2011), peeping ndo parece ser motivado pelo
medo, porque o ansiolitico diazepam ndo conseguiu reduzir sua
incidéncia (DE SOUZA et al., 2009). Além disso, 0 peeping aumentou a
expectativa de um estimulo positivo (ZIMMERMANN et al., 2011).

O peeping parece representar uma antecipacdo de qualquer
estimulo possivel proveniente de um ambiente desconhecido, indicando
gque poderia ser uma expressdo de exploracdo desse ambiente ou
“expectativa”. Os animais alojados em ambiente AP de nosso estudo
mostraram um aumento da exploragdo do assoalho e grade da Gexp,
talvez por este ambiente (Gexp) ndo divergir tanto da Gca (gaiola de
dimensBes pequenas e isolamento social) quanto o alojamento em
viveiros dos animais AE (viveiros do biotério central, grande,
possibilitando convivio social, pequenos v6os). Esses animais alojados
em AE praticamente ndo apresentaram este comportamento de
exploracdo do assoalho e grade da Gexp e apresentaram
comportamentos relacionados a fuga como o de pular, comportamento
este, ndo visto em animais AP. Aves selvagens (AE), quando capturadas
e alojadas em cativeiro apresentam aumento de comportamentos de fuga
quando comparadas a aves de ambiente alojadas em padrdo de
laborat6rio (FEENDER e BATESON, 2012).

A locomocédo aumentou nos periodos finais do teste nos animais
alojados em AP e de modo geral ela estava associada aos
comportamentos exploratérios e também aumentava com o tempo de
permanéncia na Gexp. Em alguns estudos, quando um objeto novo é
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apresentado o peeping declina mais rapidamente enquanto a imobilidade
aumenta abruptamente. Assim, a imobilidade ap6s a apresentagdo a um
objeto novo ou a um ambiente novo pode representar um sobressalto a
um estimulo inesperado, como a imobilidade apresentada por roedores
expostos a um campo aberto (BRONSTEIN e HIRSCH, 1976;
RICHARD et al., 2010; BLANCHARD et al., 2001). A redugdo
gradual da imobilidade e o estimulo a locomogdo pode ser estimulado
pela auséncia do estimulo “espera” com o passar do tempo.

Além do aumento de comportamentos exploratérios, os animais
alojados em AE modificaram seu comportamento ingestivo de maneira
gue permanecem, em média, menos tempo comendo, e realizam a
ingestdo de alimentos com menor frequéncia quando comparados aos
animais AP. A quantidade total de racdo palatavel ingerida, durante o
teste de HIN, também foi menor nesses animais alojados em AE.
Roedores alojados em ambientes enriquecidos modificam sua resposta
ao estresse, em geral, de forma positiva (MLYNARIK et al, 2004).
Pombos alojados em ambiente enriquecidos mostraram arriscar-se mais
em situagdes onde pode ou ndo ser oferecidas recompensas (PATTISON
et al, 2013). Roedores expostos ao teste de HIN e tratados cronicamente
com antidepressivo (fluoxetina), diminuem a laténcia para comer e
aumentam a quantidade de racao palatavel ingerida (DULAWA e HEN,
2005). Portanto, novamente, é possivel que a magnitude da mudanca das
condi¢bes ambientais, quando os pombos deste estudo foram removidos
de seus viveiros de alojamento para a Gexp, foi maior para as aves
alojadas em AE do que aquelas alojadas em AP. De fato, o contraste
negativo entre as condi¢cdes ambientais podem representar uma situagao
estressante (LATHAMA e MASON, 2010) que poderia favorecer as
estratégias passivas de enfrentamento nesses pombos alojados em
enriquecimento.

Os animais AE de nosso estudo nasciam nos viveiros do biotério
central e 14 permaneciam até a realizacdo dos testes comportamentais. O
convivio social destes animais, e que foi retirado dos animais alojados
em AP, pode ser um fator potencialmente estressor para esses animais
(AE), ja que eles disputam por comida com os demais, estabelecem
relacBes hierarquicas e sexuais. Em nosso estudo, ndo conseguimos
registrar dados de quantidade de ragdo ingerida na Gca dos animais por
uma dificuldade de registro nos viveiros do biotério central, portanto
ndo sabemos o quanto o comportamento apresentado durante o teste de
HIN difere do comportamento de ingestdo dos animais em seus
alojamentos.
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Os animais AP que foram retirados dos viveiros e alojados
individualmente, tinham disponibilidade de &gua e comida, contato
visual com os demais, porém nado tinham contato fisico, o que pode ser
um fator potencialmente “menos estressor” para esses animais e talvez
esse fator somado a menor discrepancia entre os dois ambientes Gca dos
animais alojados em AP e Gexp, levou a estratégias de enfretamento
mais ativas nesse grupo alojado em AP.

Dentro dos nossos grupos experimentais, ndo vimos diferengas
sexuais. Grandes partes dos estudos que utilizam o teste HIN, testam em
animais machos, poucos estudos avaliam machos e fémeas e destes, em
alguns casos, foram encontradas diferengas na laténcia para comer entre
os sexos (DULAWA e HEN, 2005). Ratas parecem sofrer influéncias
de flutuagbes hormonais durante o ciclo estral nos comportamentos
defensivos, alguns estudos mostram esses animais mais responsivos a
testes de estresse em fases finais do ciclo, quando comparada as demais
fases (DEVALL et al., 2011). Mulheres sdo mais propensas ao
desenvolvimento de transtornos de ansiedade e humor. O transtorno do
panico aparece duas vezes mais comumente em mulheres e a
susceptibilidade aumenta durante a fase litea do ciclo menstrual, quando
a secregdo de progesterona sofre um declinio (DULAWA e HEN, 2005;
LOVICK, 2014; ANDREEN et al., 2009).Em pombos, ndo observamos
dimorfismo sexual nas respostas de defesa. Também ndo encontramos
estudos prévios que relatam estas possiveis diferengas sexuais nos
comportamentos defensivos destes animais.

Outra resposta de defesa, esta mais intensa, tipica de resposta a
predacdo (GALLUP, 1979; JONES, 1986), que ndo foi modificada pelo
ambiente em nosso estudo e que também ndo apresentou dimorfismo
sexual, é a imobilidade ténica. Pombos apresentam imobilidade tdnica,
como observado em outras aves ndo oscinas, em condicdes mais
ameacadoras como a restricdo do corpo inteiro na posi¢do supina, feita
pelo experimentador (SALZEN, 1963; ROVEE e LUCIANO, 1973;
JONES, 1984). Estimulos potencialmente ameacadores induzem a
imobilidade ou imobilidade ténica em aves (GALLUP, 1979; JONES,
1986; HAZARD et al., 2008; presente estudo), assim, a inibicdo do
comportamento pode estar associada com o0 aumento do estado
defensivo, ansiedade ou medo nestas espécies.

Curiosamente, Melleu et al 2015 observaram que a imobilidade
como resposta a ameacgas em potenciais, tais como isolamento, novidade
e contencdo, foram menos intensa em pombos alojados em ambiente
padrdo de laboratério quando comparados aos animais alojados em
ambientes enriquecidos. Estes resultados parecem contradizer trabalhos
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anteriores sugerindo que os ambientes mais complexos tendem a atenuar
comportamentos defensivos em ambas as espécies de aves e mamiferos
(CAIN et al, 2006;. JONES e WADDINGTON, 1992; MEEHAN e
MENCH, 2002). No entanto, é importante notar que o alojamento em
isolamento social diminuiu significativamente a duracdo de imobilidade
tonica em galinhas (KUIJIYAT et al, 1983; CRAIG et al., 1986), e 0o
alojamento em isolamento social também pode aumentar o
comportamento de imobilidade, com a novidade (JONES, 1984). Ainda
ndo ha evidéncias suficientes sobre quais 0s mecanismos envolvidos e a
influéncia de diferentes complexidades ambientais sobre esse
comportamento extremo, de estresse agudo, por uma situacéo
inescapavel.

Em nosso trabalho ndo observamos diferencas significantes no
tempo de imobilidade e no nimero de contengdes necessarias para que
0S animais entrassem nesse comportamento, nos diferentes grupos. Mais
estudos sdo necessarios para a melhor compreensdo dos mecanismos
envolvidos nesses comportamentos  defensivos ao  estresse
agudo.Aparentemente, estas mudangas ambientais s6 sdo capazes de
afetar respostas de defesa a estimulos estressores de menor intensidade
(como ambientes novos). Assim, parece que respostas comportamentais
ao estresse intenso como no teste de IT, em uma situacdo inescapavel,
sdo pouco vulneraveis a influéncias ambientais. Também em nosso
estudo, os animais mantinham o contato visual com os demais, 0 que
pode ser outro fator que contribuiu para a auséncia de diferengas entre
0S grupos.

Melleu et al. 2015, ao comparar dois alojamentos em laboratério
um em isolamento social e visual e o segundo em ambiente enriquecido
também em laboratério, mostrou que os animais alojados em ambiente
enriquecido apresentaram maior imobilidade no teste de ambiente
desconhecido e apresentacdo de um objeto novo (ADON) e
permaneceram mais tempo em imobilidade ténica. Estes mesmo animais
apresentaram mais células DCX positivas no hipocampo quando
comparados aos animais alojados em AP. Esses dados estdo em
consonancia com a literatura onde um aumento da neurogénese é
observado em cérebros de animais adultos alojados em ambiente
enriquecido (VAN PRAAG et al, 1999; BRUEL-JUNGERMAN et al,
2005; MESHI et al, 2006; FAN et al, 2014; LINDSEY e TROPE,
2014). Apesar de Melleu et al. 2015, ter encontrado mudancas
substanciais na neurogénese do HP, nosso estudo mostrou mudancas
discretas da neurogénese na mesma regiao.
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A maior diferenca entre os estudos reside no fato de que no
presente estudo, os animais alojados em AP estavam isolados
socialmente, porém ndo visualmente, nossos animais mantinham o
contato visual com os demais vizinhos. Roedores e primatas em
isolamento social e visual apresentam uma diminui¢do da neurogénese
no hipocampo (STRANAHAN et al., 2006; CININI et al., 2014). Aves
sdo animais sociais, sensiveis ao isolamento visual, para algumas, o
contato visual e social sdo cruciais para o aprendizado vocal, assim
como para o desenvolvimento da area auditiva central que também pode
ser prejudicada pelo isolamento (COUSILLAS et al.; 2006; PERRET et
al., 2015). Aves tém habilidades visuais comparaveis a de primatas e
que parecem interferir no seu comportamento social e reprodutivo
(SHIMIZU et al., 2010). Em pombos o fator de enriquecimento
ambiental que parece provocar mudangas na neurogénese prosencefalica
desses animais, parece ser o contato visual com seus co-especificos,
visto que, animais expostos a AP apresentaram um aumento discreto de
células DCX+ no hipocampo quando comparados aos animais AE, e ndo
mostraram  alterages na  neurogénese nas demais  regides
prosencefélicas estudadas, diferente do estudo de Melleu et al., 2015
onde os animais alojados em AP estavam em isolamento visual e
apresentaram diminuicao de células DCX+ na mesma regido.

Estudos realizados em diferentes condi¢fes ambientais tém
indicado que o enrigquecimento ou aumento de complexidade ambiental,
favoreceu a neurogénese prosencefalica em diferentes espécies de aves
(SHERRY e HOSHOOLEY, 2010; LADAGE et al, 2011). Em algumas
espécies, tais como galinhas e cordizes, os comportamentos sao afetados
pelo enriquecimento de acordo com a idade, sexo e a formagdo genética
da ave (KUWJIYAT et al, 1983, 1984; JONES e WADDINGTON, 1992,
MILLER e MENCH, 2006; NAZAR e MARIN, 2011).

Diferente de mamiferos, aves apresentam células DCX+ em
diversas regides prosencefalicas (BOSERET et al, 2007; MELLEU et
al, 2013). O nimero de células DCX+ pode ser um indicador de NPN,
refletindo o nimero de jovens neurdnios no cérebro de aves adultas ou
indicando os processos de remodelacdo dos dendritos (BALTHAZART
e BALL, 2014). No prosencéfalo de pombos identificamos duas formas
diferentes de células DCX+ classificadas como bipolares e multipolares
(MELLEU et al., 2013 e presente estudo). Apesar de ambos os subtipos
DCX+ ndo expressarem GFAP e NeuN, células multipolares podem
representar células maduras estabelecidas em circuitos cerebrais em
processo de remodelacdo e células bipolares podem representar células
imaturas em migracdo (MELLEU et al., 2013).
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A NPN no hipocampo, estriado medial e lateral, Hyperpallium
Apicalle e nidopalio caudolaterale, parecem ter relevancia funcional nas
habilidades comportamentais e cognitivas em pombos. O hipocampo de
pombos tem sido associado a tarefas dependentes de memoria, inibicdo
comportamental, processamento espacial e percepcdo do ambiente
(ATOJI e WILD, 2004, 2006; LADAGE et al, 2010, 2011;.SHERRY e
HOSHOOLEY, 2010; GAGLIARDO et al., 2014; SCARF et
al.,2014;.L AZAREVA et al., 2014). A presenca de neurénios recém-
nascidos na camada lateral do hipocampo (MELLEU et al., 2013) e sua
regulacdo pelo ambiente adiciona evidéncias de que a camada em forma
de V do hipocampo de pombo pode ser comparavel ao giro denteado de
mamiferos (ATOJI e WILD, 2004; 2006). Recentes estudos mostram
que diferentes complexidades ambientais, podem influenciar a formacéo
de novos neurbnios no hipocampo e seu posicionamento final
(OPENDARK e GOULD, 2015). A presenca de novos neurfnios no
giro denteado do hipocampo parece atenuar 0 estresse causado pela
novidade em camundongos (DRANQOYSKY e LEONARDO, 2012).

Em nosso estudo, verificamos aumento discreto de células DCX+
na camada medial do hipocampo (quando somado o numero total de
células bipolares e o total de células bipolares + multipolares) nos
animais alojados em AP. Muitas evidéncias apontam homologia entre o
hipocampo de aves e mamiferos (em razdo de conexdes, embriogénese e
funcBes similares), contudo a citoarquitetura e neuroquimica da
formacdo hipocampal de aves ainda ndo permite a identificacdo de
subntcleos ou regides equivalentes a, por exemplo, os cornos de
Ammon em mamiferos (ATOJI e WILD 2006; 2004; COLOMBO e
BROADBENT, 2000; REINER et al., 2005). Porém, em nosso estudo,
apenas um animal do AE apresentou células DCX+ nessa regido e
apenas duas células, o que indica um grupo com células DCX+ na
lamina medial do hipocampo (AP) em comparacdo a um grupo
praticamente sem células (AE). Portanto, a diferenca da neurogénese
nesta regido parece ndo ser causada por um efeito ambiental e sim por
restricdes de natureza estatistica.

No geral, apesar da organizacdo do telencéfalo de aves
apresentar-se de forma nucleada e ndo em camadas como de mamiferos,
a conectividade do cérebro aviario segue 0s mesmos principios
organizacionais de mamiferos (SHANAHAN et al., 2013). Em aves, 0
estriado medial e lateral sdo partes de circuitos telencefalicos associados
a aprendizagem, memoria, controle motor e hedonismo (FEE
GOLDEBERG, 2011; LUO et al., 2001). A conectividade, o0s
neurotransmissores, e a citoarquitetura dos ganglios da base em aves sdo
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semelhantes a de mamiferos, essa regido também funciona como parte
associativa sensorio-motora similar a funcdo em mamiferos.
(ANDERSON e REINER, 1991; ANDERSON e REINER, 1990;
VEENMAN et al., 1994; VEENMAN e REINER, 1994).Evidéncias
apontam que em roedores o estriado medial é critico para aprendizagem
e o estriado lateral estd mais relacionado ao desempenho em tarefas
(ATALLAH et al., 2007).

O hyperpallium apicalle relaciona-se com o processamento visual
em regides mais caudais que é semelhante a &rea visual em mamiferos e
em regides mais rostrais faz parte do sistema somatossensorial
comparével ao cortex somatossensorial de mamiferos (KARTEN et al.,
1973; MEDINA e REINER, 2000).

O nidopalium caudolaterale também estd envolvido com o
processamento da aprendizagem, memoria e percepgdo (CSILLAG et
al., 2008; FEE e GOLDBERG, 2011; KRONER e GUNTURKUN,
1999; MEDINA e REINER, 2000). Ele parece ser equivalente ao cortex
pré-frontal de mamiferos e possui uma densa inervagdo dopaminérgica,
recebe aferéncias do wulst e de todas as modalidades sensoriais
auditivas, visuais e somatossensoriais e projeta eferéncias para os
nlcleos da base, ele parece integrar todas as aferéncias sensorias e
exercer controle sobre areas limbicas e motoras (KRONER e
GUNTURKUN, 1999).

Todas essas regides representam funcdes essenciais para o
reconhecimento das caracteristicas ambientais, aprendizagem, memodria,
navegacao espacial e flexibilidade comportamental em que os pombos
sdo habeis (WARANABE, 2005; RAYBURN-REEVES et al, 2013;
LAUDE et al, 2014; LAZAREVA et al, 2014). Além disso, pombos
expostos a ambientes enriquecidos apresentam mudancas em suas
escolhas relacionadas a assumir riscos em tarefas de tomada de deciséo,
guando comparados a pombos alojados em ambiente padrdo de
laboratério (PATTISON et al., 2013). Portanto, estudos sugerem que a
flexibilidade comportamental de pombos, inclui processos cognitivos
superiores, tais como tomada de decisdo, e pode contar com
remodelacdo de circuitos prosencefalicos, devido a incorporacdo de
novos neurénios em circuitos adultos. Nas condic@es atuais, ndo houve
alteracGes significativas na neurogénese das regides estudadas,
indicando que o0 enriquecimento afeta a neurogénese e comportamentos
por vias distintas ou mecanismos paralelos.

Em resumo, o alojamento por 40 dias em ambiente enriquecido
alterou os comportamentos defensivos pré-prandiais e prandiais em
pombos no HIN e ndo alterou a laténcia para comer no HIN e respostas
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ao teste de IT. O ambiente enriquecido alterou a neurogénese
prosencefalica de maneira discreta na lamina medial do hipocampo, sem
alteracBes nas demais areas. O que sugere que 0S mecanismos
envolvidos em respostas comportamentais sdo independentes dos
mecanismos de alteragdo da neurogénese prosencefalica. Um elemento
que parece relevante para o enriquecimento ambiental, e que pode
influenciar neurogénese prosencefalica de pombos adultos, parece ser o
contato visual entre esses animais. Porém, esses dados ainda ndo estdo
claros e mais estudos sdo necessarios para melhor esclarecimento de
quais os fatores do enriquecimento que sdo capazes de provocar
mudancas na neurogénese prosencefalica desses animais, assim como,
quais os fatores dos ambientes de alta complexidade que podem ser
potencialmente estressores para 0os animais alojados nessas condi¢Ges
com possibilidade de interacdo social e sensorial.
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5. CONCLUSAO

O alojamento por 40 dias em ambientes de diferentes
complexidades ambientais alterou os comportamentos defensivos de
pombos adultos. Essas alteragcdes foram vistas ndo na laténcia para a
primeira bicada no teste de HIN e sim na andlise de comportamentos
pré-prandiais e prandiais, onde animais alojados em AE apresentaram
diminuicdo na ingestdo com estratégias ativas de enfretamento e
aumento de comportamentos do tipo exploratérios. Alteracdes
comportamentais ndo foram vistas no teste de IT, teste de ameaca mais
intensa, 0 que sugere que esse tipo de resposta seja pouco vulneravel a
mudancas ambientais. Diferente de estudos anteriores, o enriquecimento
ambiental ndo exerceu influéncia sobre a neurogénese no hipocampo e
demais regiGes estudadas, e animais alojados em AP apresentaram um
discreto aumento de células DCX+ nessa regido 0 que nos permite
concluir que a expressdo de comportamentos defensivos e a neurogénese
hipocampal sdo eventos dissociados nesta espécie e diferentes de
mamiferos. Mais estudos com andlises detalhadas de diferentes fatores
de enriquecimento ambiental, associados a estudos comportamentais na
gaiola casa e durante testes comportamentais poderdo contribuir para a
melhor compreensdo dos mecanismos de regulagdo da neurogénese
prosencefalica e consequéncias comportamentais nestes animais. Os
pombos sdo animais bem-sucedidos em ambientes urbanos complexos e
em constante mudanca, onde muitas outras espécies de vertebrados ndo
conseguem prosperar, e parecem possuir estratégias de enfrentamento
ativas perante situacdes potencialmente estressoras. Os presentes dados,
juntamente com futuras descri¢fes sistematicas de alteracdes cerebrais
induzidas pela complexidade ambiental nesta espécie, podem fornecer
pistas valiosas para os mecanismos subjacentes a sua flexibilidade
comportamental e sua notavel capacidade de prosperar em ambientes
urbanos.
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Tabela 1. — Teste de Hipofagia Induzida por Novidade, nos 600 segundos apés
a primeira bicada, por periodo. Médias + EPM de duragdo e frequéncia do
comportamento de comer, observados no teste, por periodo. seg= segundos,
AP= ambiente padrdo de laboratério (12), AE= ambiente enriquecido (8), p=
valores extraidos do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, ns= ndo

significante, p<0,05.

Comportamento | Periodo AP AE p
Comer teste M-W p=
Duracao (seg) 60,62 + 1530+ 0,03
Frequénci 1 11,42 7,94 teste M-W
quencia 7,00+1,05 | 3,12+1,02 este M-
p=0,03
Comer teste M-W p=
Durack (s60) 69,80 + 18,99 + 0,008
Fre‘?uéncif ) 8,80 12,61 teste M-W
g 6,08+0,89 | 2,50 + 1,64 p=0,03
Durgos:ge(rse ) 6313+ | 1774+ | teste M-W p=
Fre‘?uéncif 3 11,39 10,64 0,004
a 475+0,73 | 3,00+ 1,45 ns
Durgg;‘)e(geg) 5080+ | 1362+ | teste M-W p=
0 (8¢ 10,93 10,16 0,03
Frequencia 4 | 425+085 | 1,62+0,98 ns
Comer teste M-W p=
Duragio (s¢q) 29,60+ | 3,18+1,90 0.08
Frequéncia 5 11,17 0,50 + teste M-W p=
a 2,33 +0,60 0,26 =

0,02
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Tabela 2. - Teste de Hipofagia Induzida por Novidade, nos 600 segundos apos
a primeira bicada, por periodo. Médias £ EPM de duragdo e frequéncia do
comportamento de exploracdo visual, observado no teste, por periodo. seg=
segundos.AP= ambiente padrdo de laboratério (12), AE= ambiente enriquecido
(8), p= valores extraidos do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney,ns= ndo
significante, p<0,05.

Comportamento | Periodo AP AE p
Exploracédo
Visual 3%1’%21 60,59 + teste M-W p=
Duracéo (seg) 1 8 é6 + 8,13 0,009
Frequéncia 0.84 8,37 £ 0,99 ns
Expl_oragao 24,86 + teste M-W p=
Visual 71,60 +
~ 3,54 0,03
Duragéo (seg) 2 733+ 14,95 ns
Frequéncia 1,04 5,62 £0,75
Exploracédo 3400 +
Visual 7’ 44‘ 71,11+ teste M-W p=
Duracéo (seg) . 11,10 0,02
Frequéncia 3 6,66 + 6,5+ 0,98 ns
q 0,91 O
Exploracédo 2147 +
Visual 3’ 37‘ 71,36 £ teste M-W p=
Duracéo (seg) ! 13,88 0,009
Frequéncia 4 591+ 4,7+0,72 ns
a 0,73 D
Exploracao 3374 +
Visual 5’ 76_ 84,34 + teste M-W p=
Duracdo (seg) ! 13,58 0,007
P 5 5,75+
Frequéncia 068 3,7+£0,75 ns
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Tabela 3. - Teste de Hipofagia Induzida por Novidade, nos 600 segundos apos
a primeira bicada, por periodo. Médias + EPM de duragdo e frequéncia do
comportamento de exploracdo assoalho/grade, observado no teste, por periodo.
seg= segundos.AP= ambiente padrdo de laboratério (12), AE= ambiente
enriquecido (8), p= valores extraidos do teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney,ns= no significante, p<0,05.

Comportamento Periodo AP AE p
Exploracédo teste M-W
assoalho/grade ~0.04
Duracfio (seg) L 8,27 +3,97 | 0,32%0,32 ter)t_e VAW
Frequéncia 150+0,59 | 0,12+0,12 _
p=0,03
Exploracédo
a;i?i'g‘;’ %Sr:d;* 6,28 +2,71 | 0,57 0,57 22
¢80 (S€g 2 1,41+0,46 | 0,25+ 0,25
Frequéncia
Exploracédo
a;zc;zg;%/ %sr:gf 580+ 1,87 | 1,32+ 0,85 te;tze oo
Frequéncia 3 1,08+0,25 | 0,37 +0,18 ns
Exploracédo
assoalho/grade 11,81 + 0.80 + 0.80 test_e(l)\/lo—;N
Duracdo (seg) 4,86 DOSRDY ="
A 4 ' 0,12+£0,12 | teste M-W
Frequéncia 1,50+ 0,50 _
p=0,03
Exploracédo
assoalho/grade 12,89 + 0.92 + 0.92 test_eé\/IO—W
Duragéo (seg) 4,93 PP p=0,01
Frequéncia 5 1,58 + 0,41 012£012 | teste M-W

p= 0,007
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Tabela 4. - Teste de Hipofagia Induzida por Novidade, nos 600 segundos apos
a primeira bicada, por periodo. Médias £ EPM de duragdo e frequéncia do

comportamento de locomogdo, observado no teste,

por periodo.

seg=

segundos.AP= ambiente padrdo de laboratério (12), AE= ambiente enriquecido
(8), p= valores extraidos do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney,ns= ndo

significante, p<0,05.

Comportamento Periodo AP AE p
Locomogdo 15,70 + 34,19 +
Duracéo (seg) ns
Frequéncia 1 6,09 8,07 ns
341+£1,26 | 6,50+1,34
D'L?goggo(‘?saeo) 15,14 + 31,05+ ns
Freguénciag 2 577 14,34 ns
a 350+1,15 | 3,62+125
Locomocdo
Duracéo (seg) 1%’7721 26,77+ 8,09 ns
Frequéncia 3 4,08+ 1,37 525+1,31 ns
Locomogao 32,48 + 2333+
Duracéo (seg) ns
Frequéncia 4 9,44 8,82 ns
g 4,91+0,80 | 4,00+143
Locomocéo teste M-W
Duracéo (seg) 327’%%i 9,18 + 4,55 p=0,01
Frequéncia 5 ' 2,37 +1,14 | teste M-W
6,33+0,80 0= 0,02

Tabela 5. Médias e erro padrdo do tempo de imobilidade Ténica e nimero de

tentativas, no AP e AE.

Variavel N A.P N AE
IT (seg) 13 731,76 £181,1 | 14 | 806,07 +173,3
Tentativas (IT) 13 1,07 £ 0,07 14 1,14+ 0,09
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Tabela 6. Médias + EPM de células multipolares, bipolares e multipolares +
bipolares nas regides: lamina lateral, 1amina medial e nicleo triangular do

hipocampo.
Regido do Tipo de AP N AE N
Hipocampo Célula
Lamina -\ mMultipolar | 66,07+893 | 5 | 80691138 | 6
Lateral
Lamina Bipolar 878160 |5 | 606+179 | 6
Lateral
Lamina | Multipolar + | 2, g, g 19 | 5 | g6,76+ 1257 | 6
Lateral Bipolar
Lamina Multipolar | 2,13+0,98 | 5 | 042+042 | 6
Medial
Lamina ;
Medial Bipolar 095+£058 | 5| 000+000 | 6
Lamina | Multipolar+ | = 50, g g5 | 5 | 042:042 | 6
Medial Bipolar
Nacleo | multipolar | 035£0,35 | 5 | 511:230 | 6
Triangular
Nucleo Bipolar 067+041 | 5| 058037 | 6
Triangular
Nucleo | Multipolar+ 1 43,070 | 5 | 570+251 | 6
Triangular Bipolar

AP= ambiente padrdo de laboratério, AE= ambiente enriquecido, N= nlimero de
animais por grupo.

Tabela 7. Médias + EPM de células multipolares, bipolares e multipolares +
bipolares no Hiperpallium Apicale em animais alojados em AP e AE.

Tipo de

Regiéo Célula AP N AE N

Hyperpallium |y yinolar | 4213+532 | 5 | 4571+6587 | 6
Apicale

Hyperpallium | i1 | 5924098 | 5 | 514+186 | 6
Apicale

Hyperpallium | Multipolar + | g o, 567 | 5 | 5087+834 | 6
Apicale Bipolar

AP= ambiente padrao de laboratério, AE= ambiente enriquecido, N= nlmero de
animais por grupo.




108

Tabela 8. Médias + EPM de células multipolares, bipolares e multipolares +
bipolares no Estriado Medial e Estriado Lateral em animais alojados em AP e

AE.

. Tipo de

Regido Célula AP N AE N
SoUado | Multipolar | 101716816 | 5 | 9438:17.06 | 6
Medial

Estriado ;

Medial Bipolar 719+198 | 5| 838tl51 | 6
Estriado | Multipolar + | \0 01,6 95 | 5 | 1027741835 | 6
Medial Bipolar

Estriado Multipolar 93,68+783 | 5 | 92,11+17,06 | 6
Lateral

Estriado Bipolar 6,95 + 0,82 5 6,46 + 1,48 6
Lateral

Estriado | Multipolar+ 1 105 641850 | 5 | 0858:17,32 | 6
Lateral Bipolar

AP= ambiente padrdo de laboratério, AE= ambiente enriquecido, N= niimero de

animais por grupo.

Tabela 9. Médias + EPM de células multipolares, bipolares e multipolares +

bipolares no Nidopallium Caudolaterale em animais alojados em AP e AE.

- Tipo de
Regido Célula AP N AE N
Nidopallium | -y ipotar | 438321284 | 5 | 44544533 | 6
Caudolaterale
Nidopallium Bipolar 1,88 0,75 5 2,25+0,61 6
Caudolaterale
Nidopallium | Multipolar + | - y5 75,1555 | 5 | 46814505 | 6
Caudolaterale Bipolar

AP= ambiente padréo de laboratério, AE= ambiente enriquecido, N= nlimero de

animais por grupo




