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RESUMO

O hipocampo exerce papel fundamental no processamento de
aprendizagem e memoria espaciais. Comparagbes das caracteristicas
funcionais, anatdbmicas e neuroquimicas do hipocampo s&o favorecidas por
evidéncias oriundas de estudos sobre aprendizagem espacial em mamiferos e
aves. O objetivo do presente estudo foi analisar a marcagao imunohistoquimica
de células nNOS-positivas no hipocampo de pombos (C.livia) apds diferentes
duragdes do treino em aprendizagem espacial. Foram analisados grupos de
animais nao treinados (MAN), treinados em 1 sessao (EXP1), treinados em 5
sessdes (EXP5), expostos a arena em 1 sessao (CONT1) ou em 5 sessdes
(CONTS). As sessbes foram realizadas numa arena onde havia quatro
comedouros, um dos quais com alimento. Em cada sessdo, com seis
tentativas, registrou-se a laténcia (seg) e a assertividade da escolha de um
comedouro. Apos os testes comportamentais, usou-se imunoistoquimica para a
analise da marcacgao de células nNOS-positivas no hipocampo dorsal e ventral.
O grupo EXP5 teve diminuigdo da laténcia de escolha (F4 25=23,74; p<0,001) e
aumento das respostas corretas (F4, 35=8,66; p<0,001) em fungéo do treino. A
marcagdo das ceélulas nNOS-positivas no hipocampo foi significativamente
maior no hipocampo dorsal dos animais EXP5 em comparagdo com o
hipocampo ventral (F42=104,79; p<0,001) e com os demais grupos
(F422=10,17; p<0,001). O aumento da imunorreatividade de células nNOS-
positivas no hipocampo dorsal de pombos apds a aprendizagem da localizagéo
do comedouro correto sugere o envolvimento desta regido e de processos
mediados por transmissdo glutamatérgica nesse processo de aprendizagem e

memoria em pombos.



ABSTRACT

The hippocampus has fundamental role in spatial learning and memory
processes. Functional and neurochemical analysis of the hippocampus are
favored by evidence on spatial learning in mammals and birds. The present
study examined the immunohistochemical expression of nNOS- positive cells in
the hippocampus of pigeons (C.livia) after training in food location task. Animals
were trained in one (EXP1) or five (EXP5) sessions or had one (CONT1) or five
sessions (CONTS) of exposure to the experimental arena. The six trials
sessions were conducted daily in one arena with 4 food bowls, one of which
had food. Latency and accuracy of choice were recorded. After behavioral tests,
NNOS immunoreactivity in hippocampal cells was analyzed. EXP5 showed
reduction in latency of choice (F428=23,74; p<0,001) and increases in correct
choice (F4, 35=8,66; p<0,001) as function of the training. The expression of
nNOS- positive cells was significantly higher in the dorsal hippocampus of
EXP5 group as compared with the ventral hippocampus (F42,=104,79; p<0,001)
and the other groups (Fs422=10,17; p<0,001). The increases of nNOS-
immunoreactive neurons after learning of the food location suggest that nNOS
is involved in processes of spatial learning and memory that are mediated by

the dorsal hippocampus of pigeons



Introducao

1. Introducio

O processo de aprendizagem envolve modificagdes no comportamento e no
sistema nervoso que ocorrem em fungdo da interagdo do organismo com os eventos do
ambiente externo e interno. Essa interacdo pode resultar da experiéncia direta do
organismo com estimulos do ambiente ou, indiretamente, quando o organismo observa
o proprio desempenho ou o desempenho de outros organismos numa determinada
situacdo (KANDEL et al., 2000).

No nivel comportamental, as mudancas envolvem a aquisicdo de um novo
comportamento ou a reorganizacdo de respostas em situagdes complexas (SKINNER,
2000). Estas alteracdes sdo consideradas aprendidas quando sdo mantidas ao longo de
periodos de tempo que variam de segundos, horas ou até anos. As experiéncias do
organismo alteram também o sistema nervoso, na forma, na estrutura e na fungdo de
células neurais, de sinapses e de circuitos neuronais (MORRIS, 1988, CARLSON,
2001, KANDEL et al., 2000).

A permanéncia da aprendizagem no tempo ¢ relacionada diretamente ao processo
de memoria, caracterizada pela codificagdo e armazenamento das informacgdes
adquiridas por meio das experi€éncias no sistema nervoso central (SNC). Dessa forma,
memoria refere-se aos processos e mecanismos de codificagdo, consolidacdo, retengdo e
evocacdo das informagdes aprendidas que ocorrem no sistema nervoso central (BEAR
et al., 2002; XAVIER, 1993).

Tanto a aprendizagem quanto a memoria tém valor adaptativo, como ¢ indicado
pelo fato de que tais processos resultam no desenvolvimento de comportamentos
adequados as mudancas constantes no ambiente, permitindo previsibilidade e reacdes

rapidas que sdo favoraveis ao bem estar e a sobrevivéncia do organismo (SHERRY et
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al., 1992). Os comportamentos que ndo tém conseqiiéncias ou tém conseqiiéncias
negativas tém menor probabilidade de se repetirem.

A memoria pode ser classificada com base no periodo de tempo de seu
armazenamento (LENT, 2003). Dessa forma, existe a memoria de curto prazo ou de curta
duragdo, que se refere a0 armazenamento de pequena quantidade de informagdes por
periodo de tempo limitado a segundos ou poucos minutos. A memoria de longo prazo ou
de longa duracdo refere-se ao armazenamento de grande quantidade de informagdes por
um periodo de tempo longo, que pode variar em horas, dias e até anos (GRAFMAN,
2000; EICHENBAUM, 2001; IZQUIERDO et al., 1999; IZQUIERDO et al., 2000).

A memoria também ¢ classificada com base no conteudo ou no tipo de
informac¢do que ¢ armazenada. Por exemplo, a informagdes sobre fatos ou eventos sdo
armazenadas em um tipo de memoria que ¢ denominada declarativa ou explicita, cuja
evocacdo requer um esforgo consciente. Ja as informagdes relacionadas com
comportamentos que se repetem com muita freqiiéncia (habitos), condicionamentos
reflexos ou habilidades motoras, sdo armazenadas no sistema de memoria implicita

(BEAR et al., 2002; SQUIRE e KANDEL, 2003).

1.1. Aprendizagem espacial

O organismo vive num ambiente que prové um espaco tridimensional com uma
diversidade de estimulos fisicos, quimicos e sociais. Nesse espaco o organismo atua e
responde aos estimulos externos e também aos estimulos origindrios do seu proprio
corpo (internos). Assim, ¢ importante que o organismo adquira informagdes sobre o
espago em que vive. Quando o processo de aprendizagem se relaciona com a aquisicao
de informagdes sobre o espago e os objetos nele dispostos, temos um tipo de

aprendizagem que ¢ denominada aprendizagem espacial. Ou seja, numa situacdo de
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aprendizagem espacial o individuo tem o seu comportamento controlado por estimulos e
informacdes sobre os eventos que estdo presentes ou ja estiveram no espago €, como
resultado ocorre a aquisicdo ou a modificagdo dos comportamentos de orientagdo,
localizagdo, aproximag¢do ou afastamento em relacdo a esses eventos (PRIOR e
GUNTURKUN, 2001; PRIOR, 2002; ROSSIER et al., 2000). Portanto, a memoria
espacial refere-se aos processos pelos quais as informacgdes sobre o espaco e as
respostas adequadas a ele sdo codificadas, processadas, armazenadas e evocadas.

E interessante notar que nas interagdes com o espago tridimensional sdo
adquiridas diferentes informagdes que podem ser usadas em diferentes padrdes ou
estratégias comportamentais. Dependendo da situagdo, uma estratégia pode ser usada
exclusivamente ou em combinag¢do com outras. Essas possibilidades sdo evidenciadas
por diferentes experimentos que usam diferentes arranjos espaciais e diferentes tarefas
comportamentais (GEORGE et al., 2001; POUZET et al., 2002; FINE e JACOBS,
2002).

Nesse sentido, para melhor compreender as estratégias utilizadas nesse tipo de
aprendizagem e memoria, o pesquisador Richard Morris, desenvolveu um teste
experimental denominado labirinto aquético, normalmente referido como Labirinto
Aquatico de Morris (MORRIS, 1981; MORRIS et al., 1988). Nesse teste, um tanque
com agua opaca contendo uma plataforma submersa localiza-se no centro de uma sala,
em cujas paredes da sala sdo fixadas pistas diferenciadas. Os roedores testados sdo
liberados no tanque, a partir de pontos pré-determinados e diferenciados a cada
colocagdo. A tarefa dos animais ¢ localizar a plataforma submersa fixa, emitindo uma
resposta de fuga no centro de uma sala experimental. Neste teste, um dos critérios de
avaliagdo da resposta ¢ a medida de laténcia, ou seja, o intervalo do tempo entre a

colocagdo do roedor na 4gua e a chegada na plataforma. Para que isso ocorra os animais
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podem usar as pistas (figuras e/ou objetos) que compdem o espaco da sala experimental
para orientar-se e aprender a sua localizagdo (MORRIS, 1981).

Um outro teste experimental usado para a aprendizagem espacial ¢ o Labirinto
Radial composto de uma plataforma central que pode ter, normalmente, até oito
extensdes denominadas bragos. A tarefa consiste na resposta de entrada em um dos
bragos que, ao estar correta, ¢ conseqiienciada com a obtencao de por¢des de alimento.
A aprendizagem pode ser aferida também pelo indice de laténcia e pelo indice de
acertos, isto €, o nimero de vezes em que a resposta a situacao foi assertiva. A entrada
num brago ja visitado anteriormente ¢ considerada um erro (OLTON et al., 1978;
BOND et al., 1981).

Nessas situagdes, de acordo com a teoria do mapeamento cognitivo, a memoria
espacial pode envolver a formagdo de um mapa representativo do espago. No sistema de
mapeamento cognitivo ocorre a utilizacdo de informagdes presentes no espacgo (lugar)
para a forma¢do de um mapa que pode ser definido como uma representacdao neural do
ambiente externo, construido a partir de experiéncia prévia e da determinacdo de
distancias, direcdo e posicao espacial de locais e estimulos (SPETCH e HONIG, 1988;
WHISHAW, 1998; MORRIS, 1981). De fato, os elementos da situagdo podem ser
processados em dois diferentes sistemas hipocampais: sistema de taxon e o sistema de
mapeamento cognitivo (O'KEEFE e NADEL,1976 ¢ 1978; MORRIS,1981; MORRIS
et al., 1988). O processamento das informacdes pelo sistema de taxon permite a
utilizagdo de duas diferentes estratégias para a solu¢do de uma tarefa: a de orientagdo e
a de guiamento. A primeira, também chamada de estratégia de resposta egocéntrica,
estabelece a localizacdo espacial de pontos (denominados alvo, em determinadas
tarefas) utilizando estimulos proprioceptivos, independente da distribuigdo das pistas

sensoriais intra ou extra-espacial, podendo relacionar o processo de aprendizagem a
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repeticdo de seqiiéncias de movimentos realizados. Por outro, a estratégia de guiamento
considera a localizacdo mediante a utilizacao de seqiiéncia de pistas sensoriais locais ou

estimulos sinalizadores.

1.2. Bases neuroanatomicas da aprendizagem e memoria espacial: O papel do
Hipocampo

O exemplo classico de estudos da organizacdo anatomica da memoria ¢, sem
duvida, o do paciente H.M., estudado pela psicéloga canadense Brenda Milner. Tal caso
se destacou ja que depois de uma cirurgia de resseccdo bilateral do lobo temporal
medial, H.M. apresentava dificuldade na aprendizagem, no armazenamento de novas
informacdes, sendo incapaz de evocéa-las para o desempenho de uma tarefa
imediatamente apds o término da mesma, caracterizando amnésia anterégrada (SQUIRE
e KANDEL, 2003). Com o caso H.M., verificou-se a importancia de intensificar os
estudos sobre as fungdes do lobo temporal medial bem como de estruturas
interconectadas, como hipocampo (Hp), cortex entorrinal, cortex perirrinal e cortex
para-hipocampal.

Na década de 70, John O’'Keefe e colaboradores deram inicio a uma sériec de
experimentos que resultaram no conhecimento de que muitos neurdnios no hipocampo
respondem seletivamente a localizagdo do organismo no espago. Alguns neurdnios
aumentam seus disparos apenas quando o animal se encontra em locais especificos. Esta
célula que aumenta a atividade em determinados locais denomina-se célula de lugar.
(BEAR, 2002; CARLSON, 2001, SQUIRE ¢ KANDEL, 2003). A existéncia dessas
células de lugar associadas, ou ndo, a0 mapeamento cognitivo € a campos receptivos
que consideram estimulos e eventos familiarizados, indica um dos aspectos da

complexidade das bases neurais da aprendizagem espacial e memoria.
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Os estudos experimentais do hipocampo tiveram grande importancia para o
conhecimento da organizacdo neural da aprendizagem e memoria. Atualmente, sabe-se
que além do hipocampo participar da organiza¢do de comportamentos envolvidos com a
orientacdo espacial, tem funcdo no armazenamento tempordario das informacdes
adquiridas recentemente antes que estas sejam distribuidas e armazenadas em outras
regides encefalicas (EICHENBAUM, 1992; IZQUIERDO et al., 2000; COLOMBO e
BROADBENT, 2001; POUZET et al., 2002; WHITE et al., 2002).

Em seu conjunto, a literatura sobre o papel do hipocampo na aprendizagem e
memoria espacial indica que o sistema hipocampal de aves, mamiferos, primatas e
humanos participa nesses processos comportamentais e cognitivos (MISHKIN, 1978,
AGGLETON, et al, 1986, CAVE e SQUIRE, 1991, COLOMBO et al., 1997). O
hipocampo e as estruturas relacionadas, referentes a formacao hipocampal, tem fungdo
de regulagdo neural dos processos relacionados & memdria, principalmente, os que
envolvem aprendizagem espacial (AMARAL-TOMA e FERRARI, 2004).

Tal como em mamiferos, estudos envolvendo testes de escolha alimentar
avaliaram a aprendizagem espacial de pombos ap6s lesdes no hipocampo. Verificaram
prejuizos na navegacdo ou mapeamento espacial, com aumento de laténcia, menor
indice de acertos de escolhas ao longo do treino e em testes de reversdao (SPETCH e
HONIG, 1988; DUSEK e EICHENBAUM, 1997; BINGMAN et al, 1989;
COLOMBO e BROADBENT, 2000; ROSSIER et al., 2000; WHITE et al.,2002).

Dentre os estudos de aprendizagem espacial, Watanabe (2001) utilizou modelo
experimental de lesdes hipocampais em pombos e verificou prejuizo da aquisicdo de
discriminagdo espacial apds lesdo, em relagdo aos animais do grupo controle. Watanabe
e Bischof (2004) verificaram a fun¢do do hipocampo na memoria espacial de passaros

zebra finches, utilizando como tarefa a identificacio de alimento localizado
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corretamente em apenas um de quatro comedouros da arena experimental. Para tanto, o
animal também poderia utilizar as pistas localizadas externamente a caixa experimental.

Relacionando aprendizagem espacial e lesdes hipocampais, Amaral-Toma (2003)
utilizou um aparato experimental constituido de pistas visuais fixadas nas paredes e, no
centro da sala, localizava-se uma arena circular, virtualmente dividida em quatro
quadrantes. Em cada um dos quadrantes foi colocado um comedouro, sendo que apenas
um era preenchido com alimento. As sessdes de treino tinham seis tentativas e, em cada
uma delas, o animal era liberado de pontos opostos ao comedouro correto, tendo como
critério de avaliagcdo, os valores de laténcia e os indices de escolha corretas. Neste
contexto experimental, foram avaliados os efeitos de lesdes hipocampais em pombos,
verificando-se aumento da laténcia de escolha na primeira sessdo pos-operatdria dos
animais experimentais. Esses resultados indicam que as lesdes hipocampais
prejudicaram o desempenho neste tipo de aprendizagem e sugere que os animais
experimentais utilizaram um mapa espacial, como ocorre nos mamiferos.

Mais recentemente, Watanabe (2006), utilizando o mesmo modelo experimental
de lesdo com 4cido iboténico para pombos, teve como objetivo estudar os efeitos da
lesdo na discriminagdo espacial. Para tanto, os animais passavam por treinamento pré-
operatério em uma tarefa de respostas entre trés discos sendo que, apenas um era
considerado correto. Apos 15 dias de treino, os animais foram submetidos a lesdes do
hipocampo medial ou lateral. Nos testes pods-operatorios, os animais lesados
apresentaram, em relacdo aos animais controle, prejuizo de aprendizagem. O segundo
experimento do estudo submeteu os animais aos mesmos procedimentos experimentais
de discriminacdo espacial e apos o pré-teste, os pombos foram submetidos a uma
cirurgia cujo objetivo era separar as comunicagdes entre hipocampo medial e lateral, os

resultados sugeriram que a discriminagdo espacial pode ocorrer relacionando
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hipocampo medial e lateral separadamente ja que os animais, na sessdo pds-cirurgica,

ndo apresentaram déficit na tarefa.

1.3. O hipocampo e a formacio hipocampal

Descrita anatomicamente por Ramon Y Cajal em 1911, a Formacao Hipocampal ¢é
uma estrutura prosencefalica do lobo temporal que, em mamiferos, inclui o Hipocampo
propriamente dito (corno de Ammon), o Giro Denteado e o Subiculo. O Hipocampo
dos mamiferos ¢ formado pelo arquicortex, com trés camadas celulares paralelas ao
Giro Denteado. Anatomicamente, o hipocampo pode ser dividido em quatro campos: a
regido CAl ocupa a maior parte da regido superior ¢ a CA3 se estabelece na maior
por¢do da regido inferior, enquanto que CA2 ¢ uma pequena zona de transicdo entre
CAl e CA3. Ja a regido CAA4, fica na zona de transicdo entre o Hipocampo e o Giro
Denteado (BEAR et al., 2002; CARLSON, 2001; KANDEL et al., 2000). As regides
CA2 e CA3 sao formadas por uma classe de grandes neurdnios piramidais € no Giro
Denteado encontram-e as células granulares. Esta estrutura recebe estimulagdo do
cortex entorrinal que ¢ parte do sistema limbico e constitui a principal origem de
aferéncia a formacao hipocampal. O Subiculo (do latim, Subiculum) ¢ uma estreita faixa
de tecido cortical situado entre o hipocampo e o cortex entorrinal, no giro
parahipocampal. O subiculo tem funcdo essencial a transmissdo de informagdo da
formacao hipocampal (KANDEL et al., 2000).

As estruturas constituintes do sistema hipocampal estdo interligadas por um
circuito excitatorio unidirecional, com trés vias principais: a via perfurante (emite fibras
do cortex entorrinal as células granulares do giro denteado), a via das fibras musgosas
(se estende das células granulares do giro denteado as células piramidais da regido CA3

do hipocampo) e a via das fibras colaterais de Schaffer que emitem neurdnios da regido
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CA3 a CAl (KANDEL et al, 2000; CARLSON, 2001). Por isso, esse circuito ¢

referido como circuito tri-sinaptico do hipocampo.

1.4. O sistema hipocampal de aves

KARTEN E HODOS (1967) propuseram a divisdo do sistema hipocampal em duas
grandes areas: o Hipocampo (Hp) e a area Parahipocampal. Campbell e Hodos (1970),
utilizando técnica de Nissl, destacaram padrdes celulares distintos que contribuiram para
demarcar, anatomicamente, a por¢do dorsomedial do cérebro anterior em duas grandes
areas: Parahipocampal (APH) localizada dorsolateralmente e o Hipocampo (HP) situado
ventromedialmente.

Embora a divisdo anatomica do hipocampo de mamiferos seja precisamente
estabelecida, a questdo relativa a divisao anatdmica do hipocampo de aves em diferentes
regides gerou muitas discussdes em diferentes estudos. A formacao hipocampal de aves
¢ considerada homodloga a de mamiferos com base em critérios topograficos,
embriologicos e funcionais. Contudo, a organizagdo morfoldgica do Hp de aves ¢ muito
diferente daquela descrita em mamiferos. Vérios estudos que usaram ferramentas
imunoistoquimicas investigaram a distribui¢do de populagdes neuronais com diferentes
caracteristicas neuroquimicas no Hp de pombos.

Székely (1999) identificou populagdes de neurdnios marcados para calbindina
(CB) nas regides dorsolateral (HpDL), dorsomedial (HpDM) e ventral (HpV). Nessas
areas, identificou existem projecdes eferentes para outras regides: (a) do HpDL,
comparavel ao subiculum de mamiferos, projetam-se fibras para os nucleos basorostral,
arcopalio, septo lateral e regides meso-diencefélicas; da drea em “V”, comparavel ao
corno de Amon, originam-se comissuras que se projetam para o Hp contralateral; o

HpDM tem conexdes intrinsecas comparaveis as do giro denteado. Também relata
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Székely (1999) relata a distribuicdo de neurdnios NOS-positivos nas trés regides
hipocampais.

Krebs et al (1991) analisaram por meio de imunoistoquimica a distribuicdo de
neurotransmissores € suas enzimas correlacionadas na regido dorsomedial do
hipocampo. Identificaram a presenca de colina-acetiltransferase (ChAT), serotonina
(serotonin-like) (SHT) e tirosina hidroxilase (TH) ao longo de fibras septo-hipocampais
e na por¢do medial da regido hipocampal, com marcacdo mais intensa na regido
dorsomedial.  Células com marcagdo positiva para a enzima acido glutdmico
decarboxilase (GAD) foram encontradas com distribuicdo esparsa em toda regido
dorsomedial.

Erichsen et al. (1991), estudaram, no hipocampo de pombos, a distribuicdo de
neuropeptideos substancia P (SP), leucina encefalina (LENK) polipeptideo vasoativo
intestinal (VIP), colescistoquinina (CCK) e neuropeptideo Y (NPY) por meio de
imunoistoquimica. Evidenciaram, seguindo a descricdo regional do Hp proposta por
Krebs et al. (1991), imunorreatividade para os peptideos analisados na regido do tracto
de fibras mediais. Na drea em V, encontraram células piramidais com marca¢ao CCK-
positivas. Na regido dorsal do hipocampo, foram encontradas células Chat, 5-HT, SP e
VIP-positivas e a presenca de células VIP-positivas delimitou a regido dorsomedial-
superior.

Um outro trabalho que analisou caracteristicas celulares, bioquimicas e circuitos
neurais do hipocampo de pombos foi realizado por Rosinha (2003), focalizando a
marcacdo de subunidades de receptores de glutamato do tipo AMPA. As subunidades
GluR1, GluR2, GluR3 e GluR4 na formagdo hipocampal de pombos distribuem-se em
populagdes neuronais na area das fibras mediais, na area em forma de V, na area do

hipocampo medial, na area dorsomedial e na drea do hipocampo lateral. A descri¢cao da
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distribuicdo de receptores do tipo AMPA no hipocampo de pombos contribuiu para
fortalecer as evidéncias do envolvimento dos processos de transmissdo glutamatérgica
no hipocampo das aves.

Suarez et al. (2006) analisaram a distribuicdo da imunomarcacdo de GABA,
calbindina (CB), calretinina (CR) e nNOS na formagado hipocampal e hiperpalio durante
o desenvolvimento e fase adulta de galinhas. No hipocampo observaram ampla
distribuicdo de células CB-positivas, principalmente, na area dorso-lateral, sugerindo
relacdo com as células encontradas no cortex entorrinal de mamiferos.

Um estudo recente de grande interesse foi relatado por Kahn et a/ (2003). Nele foi
investigada a organizacdo de subdivisdes do hipocampo de aves utilizando tracadores
retrogrados (toxina colérica subunidade B) e anter6grados (amina dextrana biotinilada).
Os autores basearam-se nas divisdes de areas hipocampais sugeridas pelos estudos
neuroquimicos de Erichsen et a/ (1991), baseadas na distribuicdo de neuropeptideos. Os
resultados obtidos por Kahn et al. (2003) sugeriram a existéncia de um circuito tri-
sinaptico no hipocampo de aves, comparavel ao existente no hipocampo de mamiferos.
Assim, as fibras provenientes de regides extra-hipocampais estabelecem sinapses no Hp
dorsomedial; as células da regido DMd apresentam projegdes para a regido ventral que,
por sua vez, projetam-se para a regido DMv que ¢ o local de saida de eferéncas
hipocampais. Em detalhes, a circuitaria hipocampal envolve a regido dorso-medial
(DM), com as suas subdivisdes em dorso-medial-dorsal (DMd) e dorso-medial-ventral
(DMv) e a regido ventral com suas subdivisdes em regido ventral lateral (VL) e regido
ventro-medial (VM). A DMd recebe aferéncias extra-hipocampais e estabelece sinapses
com células da regido ventro-lateral (VL) e regido ventro-medial (VM), ipsilateralmente
e com a VM contralateral. A regido VM que recebe aferéncias da DMd ipsilateral e da

VM contralateral tem projecdes para a regido VI ipsilateral e regides VM e VL
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contralaterais. Finalmente, a regido VL recebe aferéncias diretas da DMd e da VM e
projeta-se para a regido DMv. A regido DMv ¢ considerada uma regido de saida para a

area para-hipocampal.

1.4. Papel de processos sinapticos mediados por Glutamato e Oxido Nitrico na
Aprendizagem e Memoria

O glutamato (Glu) ¢ o principal neurotransmissor excitatorio do encéfalo e da
medula espinhal. O glutamato ¢ considerado como um dos primeiros
neurotransmissores que aparecem durante a evolucdo, visto que ¢ encontrado tanto em
organismos mais simples quanto em mais complexos (CARLSON, 2001).

As agdes do Glu sdo mediadas por diferentes tipos de receptores ionotropicos e
metabotropicos. A maior parte das investigagdes concentra-se na fun¢do dos receptores
ionotrdpicos e mais recentemente observa-se énfase também nas fungdes mediadas por
receptores metabotropicos. Os receptores ionotropicos de glutamato sdo identificados
como sendo do tipo NMDA (ativado pela substancia N-metil-D-aspartato), AMPA
(ativado pela substancia alfa—amino-3-hidroxi-5-metilixazole-4-4cido propidnico) e
Kainato (ativado pelo acido cainico) (MAYER e ARMSTRONG, 2004; MAYER,
2005). Embora o receptor AMPA seja o mais comumente encontrado (CARLSON,
2001) a literatura destaca o receptor NMDA por ter caracteristicas especiais e
importantes. Ele contém sitios de ligagdo no receptor e no canal idnico e controla um
canal que permite a entrada de fons Na" e Ca™. Contudo, para a abertura do canal faz-se
necessario o deslocamento do ion magnésio que fica ligado ao seu sitio e bloqueia o
canal, enquanto a membrana estd em seu potencial de repouso. Quando a membrana ¢
parcialmente despolarizada o ion magnésio ¢ repelido, desbloqueando o canal e

. . +2 + +2 . .
permitindo o influxo de Ca™” e Na. O Ca'” funciona como segundo-mensageiro,
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ativando vdrias enzimas intracelulares. Assim, o receptor NMDA mostra-se atipico, ja
que ¢ ligante-dependente na medida em que possui sitios de ligacdo para o glutamato e
voltagem-dependente, isto ¢, estimuldvel com a alteracdo eletro-quimica da membrana
(KANDEL et al., 2000).

Uma das a¢des do Ca™ que flui pelo canal do receptor NMDA decorre da sua
associagdo com a calmodulina formando o complexo Ca'- calmodulina que, amplia os
sinais bioquimicos e ativa enzimas, como as identificadas como Oxido Nitrico Sintases
(NOS). Essas enzimas participam da sintese do Oxido Nitrico (NO) numa reagio
oxidativa do aminoacido L — Arginina, incorporando molécula de oxigénio ao composto
intermediario N-hidroxi-L-arginina e finalmente, a L-citrulina e NO. O NO tem fungao
bésica e crucial na interagdo neuronal, na regula¢do vascular e na resposta imunitéria.
Os niveis mais elevados de NO sdo encontrados em neuronios, onde atua como um
neurotransmissor de caracteristicas peculiares. No sistema nervoso autdnomo funciona
como o principal neurotransmissor ndo-adrenérgico nao-colinérgico. Como um radical
livre, o NO tem atividade inerente e pode mediar toxicidade celular por danificar
enzimas criticas na fungdo celular e por reagir com o superdxido para formar um
oxidante ainda mais potente, o perdxinitrito (BREDT e SNYDER, 1994; CARLSON,
2001; KANDEL et al., 2000; MADDEN, 2002).

Nas sinapses glutamatérgicas, as enzimas NOS sdo consideradas reguladoras da
expressdao de mensageiro retrogrado, visto que o NO atua sobre o neurdnio pré-sinaptico
aumentando a liberagdo do glutamato e conseqiientemente, da resposta pds-sindptica.
Sendo um gas, o NO ¢ uma espécie reativa de nitrogénio sendo, relativamente instavel,
apresenta propriedades que facilitam sua difusdo das membranas celulares sem o auxilio
de transportadores especificos agindo nos neurdnios adjacentes (MAYER e

HEMMENS, 1997). Para a andlise do seu envolvimento em processos de plasticidade
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neural e memoria os pesquisadores usam técnicas que envolvem a administragdo de
precursores e/ou derivados do NO e também de inibidores das enzimas NOS (BREDT e
SNYDER, 1994)

As enzimas NOS sdo encontradas em trés isoformas: a NOS neuronal (nNOS), a
NOS endotelial (eNOS) e a NOS induzivel (iNOS) cujos genomas sdo andlogos
sugerindo, portanto, gene NOS ancestral comum. Duas dessas enzimas, a nNOS e a
eNOS, estdo continuamente presentes e¢ sdo assim denominadas constitutivas. As
atividades da nNOS e eNOS sio estimuladas por aumento do Ca™ intracelular. O
controle agudo da atividade da nNOS ¢ mediado pela regulacdo alostérica da enzima,
por alteracdes que ocorrem ap6s a tradu¢do do RNAm e por processos extracelulares.
Os niveis de nNOS sdo dinamicamente regulados por mudangas na transcri¢cdo génica e
isso permite alteragdes duradouras nos niveis teciduais do NO. Uma terceira, a iNOS,
ndo estd normalmente presente nas células e devem ser induzidas por citocinas,
lipossacarideos ou produtos microbianos. A ativagio da iNOS ¢ independente de Ca"
(ALDERTON et al., 2001; BERDEAUX, 1993; BREDT E SNYDER, 1994;
SUSSWEIN et al., 2004).

Desse modo, os estudos que analisam os efeitos dos inibidores de NOS sao
importantes para o entendimento do envolvimento das diferentes isoformas de NOS
com os processos de aprendizagem e memoria espacial (BEIJAMINI e GUIMARAES,
2006).

Zou et al., (1998) relataram prejuizo na memoria de referéncia e na memoria
operacional testadas num labirinto radial onde em todas as tentativas os mesmos quatro
bragos do labirinto eram abastecidos. A administragdo de L-NAME prejudicou as duas

memorias, enquanto que a administracdo de 7-NI afetou apenas a memoria operacional.
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A administracdo de L-arginina, doador de NO, teve um efeito facilitador apenas nos
ultimos 10 dentre os 30 dias de treino.

Prendergast et al. (1997) relatararm que a administracdo de L-NAME em doses
baixas prejudicou a aprendizagem espacial num labirinto aquatico com sinalizagdo do
local da plataforma, sendo que a L-Arginina reverteu esse efeito.

Alderton et al. (2001) relataram que a enzima nNOS tende a ser ativada por
reacdes de fosforilagdo e, ao contrario, o acréscimo de radicais Fosfato com Serina-847
através de cinases dependentes de Célcio-calmodulina precedem sua inativagdo. Essas
interagdes proporcionam variagdo na enzima quanto aos sitios de acdo, ao tempo de
inativacdo e a substrato-dependéncia. Além disso, pode-se inibir o processo de sintese
por meio da utilizagdo de Nitrosil e em até 95% na forma estavel do composto NO-Fe**

Richard e Gibbs (2003) utilizaram o inibidor da NOS L-NAME administrado
bilateralmente no lobo paraolfatorio (LPO) e hiperpalio medial com intuito de avaliar os
efeitos da inibi¢do da NOS nos hemisférios cerebrais. Apds serem submetidas a treino
de tentativa unica de esquiva inibitdria, os pintainhos receberam infusdo de L-NAME
no hemisfério direito, hemisfério esquerdo ou em ambos. Os animais que receberam a
infusdo no LPO entre os intervalos de 5 minutos de pré-treino e 40 minutos de pos-
treino ndo apresentaram prejuizo na retencdo das informacgdes. Ja os animais, que
receberam em infusdes unilaterais no hiperpalio unilateralmente, apresentaram prejuizo
na retencdo e memoria ocorridas 40 minutos de pds-treino. Os resultados demonstraram
que o tempo de administracdo foi hemisfério-dependente, principalmente o hemisfério
esquerdo sugerindo que a atividade do NO em cada hemisfério do cérebro de galinhas ¢
necessdaria para a consolidacdo da memoria para essa tarefa.

Plech et al. (2003) analisaram o efeito da infusdo de L-arginina, intra-cérebro-

ventricular cerebral e arginina vasopressina (AVP), na memoria em ratos submetidos a
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teste de esquiva inibitéria. A infusdo de L-arginina, em relagdo a AVP resultou em
aumento da laténcia da esquiva, em comparagdo aos animais do grupo controle. A
administracdo periférica de 7-nitroindazole (7-NI) ndo alterou o desempenho.

De La Torre e Aliev (2005) administraram o inibidor de NOS nitro-L-arginina-
metil-éster (L-NAME), o inibidor da nNOS 7-Ni e o inibidor da eNOS, L-nitro-imino-
etil-ornitina (L-NIO) em ratos treinados no labirinto aquatico de Morris. Somente os
ratos que receberam L-NIO tiveram prejuizo do desempenho no teste espacial sugerindo
que o NO vascular, derivado da eNOS, preservaria a fungdo da memoria espacial
durante a isquemia cerebral.

Em alguns estudos foram utilizados camundongos modificados geneticamente que
tinham auséncia de expressdo da nNOS (knock-out para o gene nNOS) e treinados em
labirinto aquatico de Morris para aferir a fungdo da enzima nNOS e do 6xido nitrico no
processo de aprendizagem e memoria espacial. Os resultados indicaram prejuizos no
desempenho no labirinto aquético nos animais knock-out, quando comparados aos
controles (KIRCHNER et al., 2004; WEITZDOERFER et al., 2004).

Fornel et al. (2006) analisaram a atividade bioquimica da enzima NOS em
cerebelo de pombos que foram submetidos a lesdes telencefalicas e, 10 dias depois, a
trés sessdes de treino de aprendizagem de habituacdo da exploragdo acustica. Os
resultados sugeriram que os animais lesados necessitaram do mesmo nimero de
tentativas em cada sessdo evidenciando, assim, prejuizo na memoria de longa duracgdo.
A analise da atividade da NOS indicou aumento da atividade da NOS Ca*-dependente
em animais lesados e treinados e nos controles treinados, evidenciando a participagdo da
NOS cerebelar durante os processos neurais envolvidos na habituagao.

Esse conjunto de estudos exemplifica as evidéncias experimentais que

fundamentam a consideragdo de que a aprendizagem espacial envolve processos
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mediados por neurdnios que usam o NO como mensageiro neural. O NO produzido no
tecido cerebral ¢ essencial para varios processos de aprendizagem em vertebrados e
invertebrados. Contudo, ndo existem evidéncias que caracterizem precisamente as
fungdes do NO e sobre os mecanismos que controla durante a aprendizagem e formagao
de memorias.

O presente trabalho, tais como outros ja desenvolvidos no nosso laboratério,
consideram que estudos sdo necessarios a fim de investigar algumas questdes centrais
para o entendimento das fungdes do hipocampo. Dentre essas questdes, destaca-se o
envolvimento do hipocampo no processamento de diferentes tipos de informagdes bem
como no envolvimento de mecanismos hipocampais mediados por transmissao
glutamatérgica em diferentes tipos de aprendizagem e em diferentes espécies de
animais.

Com relagdo a aprendizagem espacial, os estudos do papel do hipocampo sio
importantes ndo apenas para investigar questdes relativas aos processos celulares e
moleculares subjacentes a diferentes aprendizagens, mas também estender essas analise
para o hipocampo de aves e contribuir para o conhecimento das bases neurais da
memoria. Assim, trabalhos anteriores mostraram que lesdes hipocampais prejudicam o
desempenho e a memoéria numa situagdo de aprendizagem de escolha alimentar
(AMARAL-TOMA, 2003; AMARAL-TOMA e FERRARI, 2004). Também foi
relatado que lesdes hipocampais prejudicam a memoria do medo condicionado ao
contexto e que o treino em condicionamento classico aversivo induz a expressdo do

gene zenk no hipocampo de pombos (BRITO et al., 2006; SPERANDEO, 2005)
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2. Objetivos

O objetivo geral do presente trabalho foi investigar a 4rea imunorreativa para
nNOS em neurdnios do hipocampo de pombos apds treinamento em aprendizagem de
escolha alimentar.

Os objetivos especificos foram:

1. Analisar a aprendizagem de escolha e localizacdo do comedouro correto em
pombos treinados numa unica sessao ou durante cinco sessoes.

2. Analisar a imunorreagdao para nNOS em neurdnios do hipocampo apds 1 sessio
de treino e apos cinco sessoes de treino

3, Analisar a imunorreagdo para nNOS em neur6nios de diferentes regides do

hipocampo de pombos: HpD, HpVl e HpVM.
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3. Material e Métodos
3.1. Animais:

Foram utilizados trinta pombos (Columba livia), machos, adultos, peso médio de
380 gramas, obtidos de fornecedor comercial, e mantidos em gaiolas-viveiro
individuais, no biotério de aves do DFB-IB da UNICAMP sob ciclo claro-escuro de
12:12 h e temperatura controlada a 25° C. A alimentagdo consistia numa mistura de
quirera de milho, semente de girassol, racdo granulada para pombos, areia e farinha de
ostra. Apos a chegada ao biotério, os animais passaram por um periodo de 15 dias para
adaptacdo as novas condi¢des, sendo submetidos a medidas profilaticas. Nesse periodo
a alimentacdo e agua foram oferecidas ad libitum. Os animais foram aleatoriamente
atribuidos em 5 grupos: Experimental com 1 dia de Treino (Expl, n= 07), Experimental
com 5 dias de Treino (Exp5, n = 08), Controle com 1 dia de Exposi¢ao a arena (Contl,
n = 06), Controle com 5 dias de Exposicdo a arena (Cont5, n = 05) e grupo
Manipulagdo (Man, n = 06), submetidos a retirada da gaiola-viveiro, transporte ao
laboratorio, pesagem e reconducdo ao biotério durante 15 dias. O protocolo
experimental utilizado nesse experimento teve aprovacio do Comité de Etica de
Experimentacdo Animal do Instituto de Biologia, UNICAMP (219-1).

3.2. Equipamento:

Foi utilizada uma arena circular com paredes de formica branca (110 cm de
didmetro e 50 cm de profundidade), cujo piso era revestido com papel.- Essa arena foi
virtualmente dividida em quatro quadrantes iguais que serviram como base para a
localizagdo de cada comedouro nesse espago. Foi colocado um comedouro em cada
quadrante da arena, sendo que um deles continha alimento coberto com areia; os outros
trés comedouros continham apenas areia. Durante todas as sessdes do experimento, a

posi¢do da arena em relagdo aos objetos da sala permaneceu a mesma. Nas paredes da
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sala experimental (280 x 190 cm) foram fixadas pistas visuais evidentes, figuras
geométricas, verde, vermelha, amarela e azul (Figura 1). Uma camara de video
posicionada no teto da sala, a 190 cm acima do centro do labirinto, registrou a trajetoria
e o comportamento dos animais. O monitor e o gravador de video ficavam localizados

numa sala adjacente.

Figura 1: Representacdo esquematica da situacdo experimental de treino em escolha
espacial. As setas indicam os pontos onde o animal foi liberado nas tentativas indicadas
pelos numeros. O circulo em preto indica o comedouro correto; as figuras geométricas
externas a arena representam as pistas colocadas nas paredes da sala. N: norte; S: sul; L:

leste; O: oeste.
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3.4. Procedimentos

3.4.1 Adaptacao as condicées do biotério: Durante um periodo minimo de
quinze dias antes do experimento, os pombos permaneceram no biotério, sob ciclo
claro-escuro de 12:12 h (luz acendendo as 6:00 h, para adaptagdo a essas condigdes. Os
animais de todos os grupos foram manipulados no mesmo horario que ocorreu o
experimento, as 8:00 h, nos quatro dias que o precederam.

3.4.2 Controle de peso e privagao alimentar: Apds os 15 dias de adaptacao os
animais passaram por pesagem diaria durante 7 dias para calculo do peso médio ad
libitum. A seguir, passaram por privacdo alimentar, com agua a vontade e reducdo
gradual da oferta de alimentagdo até que o animal atingisse o peso experimental
equivalente a 80% do peso ad libitum (peso experimental) o que ocorria entre 7 a 10
dias ap0s o inicio da privacdo alimentar.

3.4.3 Habituaciio a arena experimental: Os pombos passaram por 20 min de
habituacdo diaria a arena experimental por dois dias consecutivos. Nessas sessdes 0s
animais tiveram duas exposi¢cdes a arena, com acesso ao espaco experimental por 10
min, sem apresentacdo de qualquer estimulacdo programada. Entre as exposi¢cdes eram
colocados numa gaiola de espera durante 5 min.

3.4.4 Treino de curta duracao em escolha alimentar: O treino consistiu numa
unica sessdo com 6 tentativas experimentais, sendo que em cada uma delas o animal era
colocado na arena com acesso aos comedouros, um dos quais continha alimento. A cada
tentativa, o animal foi liberado na arena em quadrantes pré-estabelecidos (ver Figura 1).
A resposta de escolha foi definida como aproximar-se, orientar-se e bicar um
comedouro. Quando o animal escolhia 0 comedouro com alimento, considerava-se a
ocorréncia de escolha correta; a escolha de um dos outros trés comedouros era

considerada como escolha incorreta. O tempo entre a liberagdo do animal na arena e a
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primeira bicada num dos comedouros foi registrado como laténcia da resposta de
escolha. Apds uma escolha correta o animal tinha acesso ao alimento por 30 s, ao final
dos quais terminava a tentativa e era entdo conduzido a uma caixa de espera onde
permanecia por 5 min (intervalo entre tentativas). Ao final da sexta tentativa o animal
era reconduzido a gaiola-viveiro no biotério. As tentativas em que ndo ocorria resposta
de escolha tinham duracdo maxima de 10 min. Os animais dos grupos Controle (Cont)
passaram pelo mesmo procedimento, porém os comedouros estavam vazios em todas as
tentativas.

3.4.5 Treinamento de longa durag¢io em escolha alimentar: O treino consistiu
em 5 sessdes, com intervalo de 24 h entre elas. Os procedimentos descritos para o
treino de curta duracdo foram repetidos em cada uma das 5 sessdes. O comedouro
contendo alimento foi mantido na mesma localizagdo durante todos os dias de treino. As
relagdes espaciais entre os objetos da sala e a posicdo do comedouro nesse espaco
permaneceram constantes ao longo de todo o experimento, um arranjo que possibilitava
que o animal utilizasse essas informagdes espaciais para encontrar rapidamente o
comedouro com alimento. Os animais do grupo Cont5 passaram pelo mesmo
procedimento, porém os comedouros estavam vazios em todas as tentativas das 5
sessoes.

3.5. Coleta de Amostras:

Os animais dos grupos Experimentais com 1 dia de treino (Expl) e os respectivos
controles (Contl) foram sacrificados 1:30h apds o inicio da sessdo de treino; os animais
com 5 dias de treino e os respectivos controles foram sacrificados 1:30h apds o inicio da
quinta sessdo de treino; os animais do grupo Manipulagdo foram sacrificados 1:30h

apos a sua manipulacdo e pesagem .
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Os animais foram anestesiados com ketamina (20mg/kg) e xilazina (10mg/kg) e
imobilizados na mesa de perfusdo, adaptada a uma pia para escoamento de liquidos. Em
seguida, foi realizada uma incisdo longitudinal bilateral ao longo do osso esterno. Com
uma tesoura cirrgica, realizou-se toracotomia, expondo os 0rgdos da cavidade toracica,
identificando-se o ventriculo esquerdo onde foi inoculado 0,3 ml (3 unidades) de
heparina (Roche). Logo ap6s infundiu-se 250-300 ml de solugdo salina (NaCl 0,9%)
por meio de uma agulha (niumero 16), posicionada, em direcdo a valvula aortica e
conectada ao sistema de perfusdo por uma céanula. Imediatamente antes da infusdo,
realizou-se uma incisdo no atrio direito para permitir o escoamento de sangue, salina e
fixador. Quando o liquido escoado estava claro, foram perfundidos 250-300ml de
solugdo de Paraformolaldeido 4% (PFA) em tampao PB (0,1 M; pH 7.,4). A seguir, apds
decapitacdo, o cérebro de cada animal foi removido e mantido em solu¢do de PFA por 6

h e a seguir colocados em solugdo crioprotetora de sacarose 30% por 48 horas.

3.6. Processamento histologico

3.6.1 O processamento e corte do material:

O cérebro foi processado para congelamento e cortes de 40 um em criostato. Para
fins de andlise do hipocampo, os cortes se deram numa extensdo de 3750 wm, seguindo
o atlas de Karten & Hodos (1967): abrangendo extensdo entre as coordenadas A 8.75 -
7.75 até A 6.50-5.00. Os cortes eram coletados e depositados em recipientes contendo
uma solu¢do de PB 0,1M, pH 7.4 e, a seguir, processados por imunohistoquimica para
nNOS pelo método que utiliza cortes em imersdo (free-flotting).

3.6.2 Procedimentos imunohistoquimicos:

A imunohistoquimica para nNOS envolveu uma seqii€éncia de procedimentos que

perdurou por 2 dias. Inicialmente, os cortes passaram por trés lavagens de 10 min cada
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em PB. A seguir foram incubados com o anticorpo primario policlonal produzido em
coelho nNOS (NOSI1, R-20; SC-648, Santa Cruz) a uma concentracdo de 1:1000 em
uma solugdo de Triton X-100 (1:100), contendo 2% de soro normal de cabra, onde
permaneceram por 24 horas. Apos esse periodo, foram submetidos a trés lavagens em
PB de 10 min cada. Posteriormente foram incubados, durante 60 min, com o anticorpo
secundario biotinilado (DK-Rb, Jackson) em TX100 - PB, permanecendo em agitagao
leve, a temperatura ambiente. Imediatamente apos esse periodo de incubagdo, os cortes
foram novamente submetidos a trés lavagens em PB de 10 min cada. E seguida foram
incubados em uma solu¢@o contento o complexo ABC (complexo avidina-biotina, 10 pl
de A e 10 ul de B), em 980 ul de TX100-PB e cloreto de s6dio, durante 60 minutos,
permanecendo em agitagcdo, a temperatura ambiente. Apds esses procedimentos, 0s
cortes foram submetidos novamente a trés lavagens de 10 min cada, em PB. Foram
entdo colocados em solu¢do de diaminobenzidina (DAB) em PB, acrescentando-se 0,3
ml de H,O, 0,03% por um periodo de 3 a 5 min, e novamente submetidos a trés
lavagens de 10 min cada, em PB, concluindo a etapa denominada revelagdo. Os cortes
controles foram processados com omissao do anticorpo primario.

Subseqiientemente, os cortes imersos numa solu¢do de PBS 0,1M (pH 7.4) foram
transferidos para um recipiente contendo solu¢do de montagem (agua destilada, PB,
etanol e gelatina) de onde eram retirados e sobrepostos a laminas. Apds 7 dias em
camara de secagem foi feita a desidratacdo dos cortes mediante a exposicdo a uma série
crescente de alcodis (70%, 90%, 100%,100%) com um periodo de 1 min em cada

alcool, e ao clareador (Hemo-De), sendo retirada do excesso, colocou-se laminula.
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3.7. Analise dos Dados Comportamentais

As gravagdes em VHS das sessdes de treino dos animais CONT1, EXP1, CONTS,
EXPS5 foram transcritas com registros de laténcia, em segundos e nimero de escolhas
corretas. Os dados de laténcia eram obtidos por meio de um crondometro. Os registros
foram discutidos e revistos por observadores-controle, para fins de controle de validade

dos dados.

3.8. Analise da marcacio de células nNOS-positivas
A analise das marcacgdes foi feita através de microscopia, sendo que os neurénios
imunorreativos para nNOS em regides do hipocampo foram previamente definidas. Para
facilitar a coleta do material e sua analise o hipocampo foi dividido em trés niveis de
acordo com o atlas de KARTEN & HODOS, 1967, Nivel 1 coordenadas 8.75 - 7.75,
onde observa-se o quiasma Optico; Nivel 2 de coordenadas 7.75 - 6.50 e o Nivel 3
considerando 6.50 - 5.00 onde destaca-se o inicio do tecto Optico.
A Figura 2 mostra uma representacdo esquematica da divisdo regional do
hipocampo de pombos usado neste estudo: regido dorsal (HpD), indicada por cinza
claro; regido ventro-medial (HpVM), indicada em preto e regido ventro-lateral (HpVL),

indicada em cinza escuro.
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Hp-D Hp-Vm WHp-vi Cco

Figura 2 - Esquema de cortes frontais de encéfalos de pombos nos niveis AS. 75,
A 6.75 e A8.00 (Karten e Hodos, 1967). N (Neostriatum), A (Arquestriatum), P
(Paleostriatum), H (Hiperstriatum), E (Ectostriatum), V (Ventriculo), TeO (Tectum

Opticum), QO Chiasma Opticum (Modificado de Brito et al., 2006).

A contagem das células marcadas seguiu o critério de delimitacdo virtual das
regides dorsal e ventral (ventro-lateral e ventro-medial). Em cada regido as células
nNOS-positivas foram aferidas por contagem unitaria. Foram computadas células que
com corpos celulares e ramificagdes nitidas com coloragdo de tonalidade amendoada até
o marrom escuro. A contagem foi discutida e revista por observadores-controle (duplo-
cego), para fins de controle de validade dos dados. As imagens das células
imunorreativas foram tratadas pelo programa Adobe Photoshop a fim de que fossem

aprimorar a nitidez e a coloragdo dos corpos celulares e projecdes dendriticas e axonais.
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3.9. Analise Estatistica

A andlise estatistica dos valores de laténcia registrados no teste de aprendizagem
foi realizada por meio da Analise da Variancia (ANOVA), seguida do teste de Tukey-
Kramer para comparagio entre grupos.

Os numeros de células com imunorreacdo para nNOS foram analisados pelo teste
ANOVA, considerando-se grupo e regido do hipocampo como fatores. Para multiplas
comparagdes post hoc foi usado o teste de Tukey-Kramer. Para todas as analises
estatisticas foi utilizado o programa NCSS (versdo 2004) considerando os valores

significantes de p<0,05.
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4. Resultados

4.1. Analise dos dados comportamentais

Na Figura 3 ¢ apresentada a laténcia média da resposta de escolha em funcao das
tentativas ao longo da sessdo I de treinamento. Os valores médios da laténcia ao longo
primeira sessdo nao foram significativamente diferentes entre os grupos EXP1 e EXP5
(F1, 13=0,22; p>0,05). A andlise das comparagdes com ANOVA duas vias indicou
diferenca estatisticamente significante entre as tentativas (F 53 = 18,14; p<0,001), mas
ndo entre os grupos (F 113 = 0,22; p>0,05). O Teste de Tukey-Kramer para multiplas
comparagdes post hoc indicou que a primeira tentativa no grupo EXP5 foi diferente das
tentativas T4, TS e T6 do mesmo grupo e, no grupo EXP1, a primeira tentativa foi

diferente das tentativas TS5 e T6 (p<0,05).

Laténcia de Escolha na Sessao 1
800 -

*
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S —0 = EXPO1
)
(14}
- 200 -
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T T2 T3 T4 T5 T6
Tentativas

Figura 3 — Laténcia média da resposta de escolha (seg) em funcio das tentativas na

Sessao 1 do treino, para os grupos Experimental 1 dia (EXP1) e Experimental

(EXP5). * p < 0,05 em relacio a T4. T5 e T6; # p<0,05 em relagiio a T5 e T6.
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A Figura 4 apresenta a laténcia média da resposta de escolha em fungdo das
tentativas ao longo das cinco sessdes de treinamento. A analise das comparagdes com
ANOVA duas vias indicou significincia estatistica entre as sessdes de treinamento do
grupo EXP5 (F423=23,74; p<0,001). A andlise dos valores de laténcia média no grupo
EXP5 também mostrou diferenca significante entre as tentativas (Fs2s= 9,41; p<0,001) e
interacdo significante entre sessdo e tentativa (F 5,35 = 7,87; p<0,001). O teste de
Tukey-Kramer para multiplas comparacdes post hoc indicou que a primeira sessdo do
grupo EXP5 foi diferente das demais (p<0,05). A tentativa T1 da primeira sessdo foi
significantemente diferente das tentativas T4, TS5 e T6 da mesma sessdo (p<0,05) e das

primeiras tentativas das sessoes 2, 3,4 e 5 (p<0,05).
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Figura 4 — Laténcia média da resposta de escolha (seg) em funcio das tentativas ao
longo das Sessoes 1, 2, 3, 4 e 5 do treino, para o grupo Experimental (EXPS). * p <
0,05 em relacdo as tentativas das outras sessoes; # p< 0,05 em relacio as tentativas

T4, TS e T6 da primeira sessao.
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A Figura 5 ¢ indica a laténcia média da resposta de escolha ao longo das cinco
sessoes de treinamento. A andlise das comparagdes com ANOVA de uma via
demonstrou diferenga estatistica entre a média das laténcias nas 5 sessdes de
treinamento para o grupo EXP5 (Fa, 235=27,75; p<0,001). O Teste de Tukey-Kramer
para multiplas comparacdes post hoc indicou que a laténcia média na primeira sessao

do grupo EXPOS5 foi diferente das demais (p<0,05).
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Figura 5 — Laténcia média da resposta de escolha (seg) ao longo das Sessdes 1, 2, 3,
4 e 5 do treino, para o grupo Experimental (EXP5). * p < 0,05 em relacio as outras

sessoes.
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Na Figura 6 ¢ apresentado o indice de resposta de escolhas corretas (IE = Escolhas
Corretas/X EC+EI+O) calculado para cada uma das cinco sessdes de treinamento. Os
dados analisados por meio de ANOVA de uma via indicam diferenca significativa do
indice de escolhas corretas entre as sessdes de treinamento do grupo EXP5 (F4, 35=8,66;
p<0,001). O Teste de Tukey-Kramer para multiplas comparagdes post hoc indicou que a

ultima sessdo do grupo EXPOS5 foi estatisticamente diferente das sessdes I, III e IV

(p<0,05).
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Figura 6 — Valores médios do indice de resposta de escolhas corretas (IE =
Escolhas Corretas/X EC+EI+0O) para as Sessoes 1, 2, 3, 4 ¢ 5 do treino, para o

grupo Experimental 5 dias (EXPS). * p < 0,05 em relacio as sessoes 1, 2 e 3.

31



Resultados

4.2. Analise da distribuicdo de células nNOS-positivas

Na Figura 7 ¢ apresentado o nimero médio (+ e.p.m) das células nNOS-positvas
no Hp para cada grupo de animais. Os valores médios foram calculados a partir do total
de células registrado nas trés regides do hipocampo: dorsal (HpD), ventro-lateral
(HpVL) e ventro-medial (HpVM). O numero médio de células marcadas no EXP5
significantemente maior em relagdo aos grupos MAN, CONT1, EXP1 e CONTS. As
comparagcdes com ANOVA de uma via confirmaram a diferenga significativa entre
grupos (F 42, = 13,14; p<0,001). O Teste de Tukey-Kramer para multiplas comparagdes

post hoc indicou que o grupo EXPOS5 foi diferente de todos os outros grupos (p<0,05).
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Figura 7 — Numero médio de células nNOS-positivas no hipocampo de pombos
para os grupos Manipulacio (MAN), Controle 1 dia (CONT1), Experimental 1 dia
(EXP1), Controle 5 (CONTS), Experimental 5 (EXP5). Os valores médios
consideram a somatoria das medidas realizadas nas regioes dorsal e ventral, nos

niveis I, IL, I1L. * p< 0,05 em relacido aos outros grupos.
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A Figura 8 apresenta valores médios (+e.p.m) de células nNOS-positivas no HpD
e HpV, possibilitando a comparacdo da marcacdo nas regides dorsal e ventral do
hipocampo dos animais de cada grupo. Em todos os grupos observam-se valores mais
elevados de células imunorreativas na regido dorsal em comparagdo com a ventral,
sendo que o maior valor de células marcadas ocorre em HpD para o grupo EXP5. Essas
observagdes foram confirmadas estatisticamente pela ANOVA como efeito de grupo
(F42,=10,17; p<0,001) e de regido (F42,=104,79; p<0,001). O Teste de Tukey-Kramer
para multiplas comparagdes confirmou as diferencas entre a por¢ao dorsal de EXP5 em

relacdo a porcao ventral e as demais regides de todos os grupos (p<0,05).

MEDIA CELULAS nNOS POSITIVAS HIPOCAMPO
DORSAL E VENTRAL

5 B DORSAL
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MAN CONT1 EXP1 CONTS  EXP5
GRUPOS

Figura 8 — Numero médio (+ erro padrio da média) de células nNOS-positivas
nas regioes dorsal e ventral do hipocampo de pombos dos grupos Manipulagio
(MAN), Controle 1 dia (CONT1), Experimental 1 dia (EXP1), Controle 5
(CONTS), Experimental (EXPS). Os valores da regiao ventral consideram a
somatoria das medidas realizadas em HpVL e HpVM em cada grupo. * p< 0,05 em
relacdo a regiaiio dorsal dos outros grupos e # p< 0,05 em relacdo a reg Resultados

de todos os grupos.
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A Figura 9 compara o numero médio (+e.p.m) das células nNOS positivas nas
duas sub-regides do HpV: ventro-lateral (HpVL) e ventro-medial (HpVM). Os valores
correspondem, em cada grupo, ao nimero médio de células marcadas obtido em HpVL
e HpVM. Nos grupos EXP1 e EXPS5 observa-se que a marcagdo da imunorreagdo para
nNOS variou entre as regides HpVL ¢ HpVM. A ANOVA indicou diferengas
significativas entre as regides (F;, 2=27,53; p<0,001), mas ndo entre os grupos ((Fa,
2=0,87; p>0,05). O Teste de Tukey-Kramer para multiplas comparacdes post hoc
confirmou que no grupo EXP5 houve diferenca significativa na marca¢do imunorreativa
para nNOS nas regides HpVM e HpVL (p<0,05). Também, o niimero de células nNOS-
positivas no HpVM do grupo EXP5 foi diferente daquela do HpVM do grupo EXP1

(p<0,05).
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CELULAS nNOS+ HIPOCAMPO VENTROLATERAL
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Figura 9 — Numero médio (+ erro padriao da média) de células nNOS-positivas nas
regioes ventro-lateral (HpVL) e ventro-medial (HpVM) do hipocampo de pombos
para os grupos Manipulacio (MAN), Controle 1 dia (CONT1), Experimental 1
(EXP1), Controle 5 (CONTS5), Experimental (EXP5). Os valores médios
consideram a somatoria das medidas realizadas nos niveis I, II, III em cada sub-
regido do HpV. * p< 0,05 em relacdo ao HpVm do Exp 1; # em relagdo ao HpVM
do EXPS.

Na Tabela 1 é apresentada a compara¢ao do numero médio (+e.p.m) das células
nNOS positivas considerando-se a marcag@o nas regides dorsal e ventral do hipocampo.
Observam-se valores mais elevados de células imunorreativas no HpD em comparacao
com HpV, principalmente no grupo EXP5. Essas observagdes foram confirmadas
estatisticamente pela ANOVA como efeito de grupo (F42,=10,17; p<0,001) e de regido

(F4,22=104,79; p<0,001)
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TABELA 1- Porcentagem (+ erro padrao da média) de células nNOS-positivas no

hipocampo de pombos para os grupos Controle 1 dia (CONT1), Experimental 1 dia

(EXP1), Controle 5 (CONTS), Experimental (exp5) em relagdo ao grupo Manipulagdo

(100%) . Os valores as medidas realizadas nas regides dorsal e ventral (ventro-lateral e

ventro-medial) * p< 0,05 em relacdo aos outros grupos

* (p<0,05) em relacdo aos demais grupos.

CELULAS n+ NOS

GRUPO | REGIAO MEDIA % EPM
CONT 1 HPD 71,18 % 0,03
HPVL 83,33 % 0,25

HPVM 98,54 % 0,30

EXP 1 HPD 96,44 % 0,10
HPVL 105 % 0,08

HPVM 81,75 % 0,08

CONT 5 HPD 102,84 % 0,20
HPVL 97,78 % 0,16

HPVM 94,89 % 0,02

EXP 5 HPD 229,89 % * 0,38
HPVL 126,67 % 0,12

HPVM 132,85 % 0,04
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A Figura 10 apresenta imagens digitalizadas de seccdes do HpD de pombos dos
grupos MAN, CONTI1, EXP1. Observa-se a marcagdo nitida, em tons de coloragdo
marrom, de neurdnios imunorreativos para nNOS. No detalhe de cada imagem observa-

se, em maior detalhe os tipos neuronais nNOS-positivos. Barras: 100um (A, B e C);

30u (D, E F).
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Fig.10: Células nNOS+ HpD para os grupos MAN, CONT1, EXP1
Barras:100um (A, B e C); 30u (D,E e F)
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Na Figura 11 sdo apresentadas imagens digitalizadas de sec¢des do HpD de
pombos dos grupos CONTS5 e EXP5. Observa-se a marcacdo nitida, em tons de
coloracdo marrom, de neurdnios imunorreativos para nNOS. No detalhe de cada

imagem observa-se, em maior detalhe os tipos neuronais nNOS-positivos. Barras:

100um (A e B); 30u (C e D)
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Fig.11: Células nNOS+ HpD
para os grupos CONTS5,
EXP5

Barras:100um (A e B); 30u
(CeD)

Resultados
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Na Figura 12 sdo apresentada imagens digitalizadas de secgdes do HpV de
pombos dos grupos MAN, CONT1, EXPI. Observa-se a marcagdo nitida, em tons de
coloracdo marrom, de neurdnios imunorreativos para nNOS. No detalhe de cada

imagem observa-se, em maior detalhe os tipos neuronais nNOS-positivos. Barras:

100um (A, B e C); 30u (D, E F)..
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Resultados

Fig.12: Células nNOS+ HpV
para os grupos MAN,
CONT1, EXP1
Barras:100um (A, B e C);
30u (D,E eF)
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Resultados

Na Figura 13 sdo apresentada imagens digitalizadas de secgdes do HpV de
pombos dos grupos CONTS, EXPS5. Observa-se a marcacdo nitida, em tons de
coloracdo marrom, de neurdnios imunorreativos para nNOS. No detalhe de cada

imagem observa-se, em maior detalhe os tipos neuronais nNOS-positivos. Barras:

100um (A, B e C); 30u (D, E F)..
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Resultados

A . } CONT5

»5e
e
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Fig.13: Células nNOS+ HpV para os

%) 5 grupos MAN, CONT5, EXP5
i Barras:100um (A e B) ; 30u (C e D)
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Resultados

Na Figura 14 sdo apresentada imagens digitalizadas de sec¢des do Hp de pombos
considerando-se a marcacao na regido ventral, sendo ventro-medial para grupo MAN e

ventro-lateral para os grupos CONTS, EXPS. Barras: 50um .
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Fig.14: Tipos Neuronais-Células
nNOS+ HpV para os grupos MAN
(HpVM), CONT5 (HpVL) e EXP5

(HpVL). Barras:50um
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5. Discussao

O presente estudo permitiu avaliar modifica¢cdes comportamentais e alteragdes na
marcacgdo de células nNOS-positivas no hipocampo em pombos submetidos ao treino
em aprendizagem de escolha alimentar numa arena com quatro comedouros. Os animais
do grupo treinado em uma Unica sessao mostraram diminuicao de laténcia de resposta
de escolha ao longo das tentativas da sessdo, evidenciando a resposta de escolha nessa
sessdo, porém com baixo indice de acerto. O grupo treinado durante 5 sessdes aprendeu
a escolher o comedouro com alimento (correto) reduzindo as laténcias e com aumento
dos indices de acerto ao longo das sessdes. Os animais dos grupos controles nao
apresentaram respostas de escolhas, limitando-se a explorar visualmente o ambiente
experimental. A analise da marcacdo imunoistoquimica de células nNOS-positivas no
hipocampo indicou marcagdo significantemente maior para o grupo EXPS5, em relagao
ao grupo EXP1 e aos grupos- controles MAN, CONTI1, e CONTS5 que ndo foram
expostos a contingéncias de aprendizagem espacial. Esses dados sugerem que o treino
prolongado induziu aumento da expressdao da nNOS no hipocampo, expressa pelo
aumento da imunorreagdo de células nNOS-positivas. Desse modo, os resultados
acrescentam informacdes inéditas quanto aos efeitos da duracdo do treino em
aprendizagem de localizagdo espacial na marcacdo de células nNOS-positivas no Hp de
pombos.

Os dados obtidos indicam que o treinamento nas sessdes experimentais foi
eficiente para a aprendizagem da resposta de escolha alimentar. Houve uma diminuigao
da laténcia média da resposta de escolha em fun¢do das tentativas ao longo da sessdo
que ja foi evidenciada na primeira sessao de treino tanto para EXP1 quanto para EXPS.
Como nessa situacdo experimental o comedouro permanecia numa mesma localizagdo

em todas as tentativas, ¢ possivel considerar que as curvas de laténcia da primeira
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sessdo evidenciam um processo inicial de aquisicio da memoéria de referéncia
(AMARAL-TOMA 2003). A diminui¢do da laténcia nas sucessivas tentativas indica o
processamento de memoria de curto prazo (IZQUIERDO et al., 1999 e 2000).

Quando se analisa a laténcia de escolha do comedouro correto ao longo das
tentativas de cada sessdo, verifica-se que modificagdes na laténcia ao longo das sessdes
e entre as sessdes. A laténcia na tentativa inicial da primeira sessdo ¢ significativamente
maior em comparagdo com as outras sessdes € 0 mesmo acontece com a laténcia da
tentativa inicial nas resposta ao longo das trés primeiras sessdes. Como resultado, temos
um processo de diminuicdo gradual da laténcia de escolha entre as cinco sessdes de
treino. Essa diminuicdo da laténcia evidencia uma mudanga comportamental que
expressa a aprendizagem da escolha e a operacdo de processos de memoria de longa
duracdo. Paralelamente a diminuicdo da laténcia, observou-se um processo inverso no
numero de escolhas corretas que aumentaram gradualmente a cada sessdo do EXPS,
atingindo indice de acerto maior que 80% na quinta sessdo. Desse modo, nossos dados
confirmam observagdes ja descritas para pombos em situagao experimental comparavel
a do presente trabalho (AMARAL-TOMA, 2004; WATANABE, 2002). Por outro lado,
também estdo em acordo com os relatos de para aprendizagem espacial em roedores
com escolha alimentar (BROWN et al,2002; VAN DEN BERGH et al., 2006,
GASKIN e WHITE, 2006).

Amaral-Toma e Ferrari (2004) avaliaram os efeitos de lesdes hipocampais na
aprendizagem e memoria espaciais em pombos submetidos a treino e testes de escolha
alimentar. O procedimento experimental utilizado foi o mesmo que o do presente
estudo. Watanabe et al (2004) também usou um procedimento similar para analisar a
fungdo do hipocampo na memdria espacial de passaros zebra finches. Tanto o estudo de

Amaral-Toma (2003) quanto o de Watanabe et al. (2004) tiveram como objetivo
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investigar a aprendizagem espacial em aves com procedimentos semelhantes aos que
sao usados com roedores. Para isso, basearam-se no estudo de Fremouw et al. (1997)
que originalmente propds esse procedimento como uma versdo seca do labirinto de
Morris (WATANABE, 2004; AMARAL-TOMA e FERRARI, 2004). Apesar dessa
proposi¢do e da adequagdo do procedimento para a investigacdo da aprendizagem
espacial em aves, deve ser lembrado que o labirinto aquatico de Morris constitui uma
situacdo de resposta de fuga, com reforcamento negativo, enquanto que O nosso
procedimento constitui uma situacdo de escolha reforgada positivamente.

A analise da imunorreacao das células hipocampais para nNOS indicou a presenca
de células com marcacgdo positiva nas diferentes sub-regides hipocampais, em todos os
grupos de animais. Porém, observou-se que ocorreu maior nimero de células nNOS
positivas no HpD do EXP5. Esses dados que mostram a distribui¢do diferencial da
marcacdo das células nNOS-positivas nas regides hipocampais colocam varias questdes.

Primeiramente, a regido HpD apresentou maior imunorreatividade para nNOS em
comparagdo ao HpV principalmente observada para os animais do grupo EXP5 que
diferiram do grupo MAN, CONT1, EXP1 e CONTS. Essa maior propor¢do de marcagao
de células nNOS-positivas nos animais do grupo EXPS5 indica que o processo de
aprendizagem analisado envolveu circuitos hipocampais que utilizam o NO como
mensageiro neural com maior ativagdo do HpD, observagdes que estdo em acordo com
inumeros estudos que indicam a participacdo do HpD em processos de aprendizagem e
memoria foi enfatizada em inumeros estudos. (BAADER, 1996; ZHANG et al, 1998;
PELAGIO, 2006). Por exemplo, FERBINTEANU et al. (2003) avaliaram os animais
que tiveram lesdes hipocampais dorsais e ventrais e verificaram que ambas resultaram
em prejuizos na aquisi¢do e aprendizagem das informagdes. Contudo o resultado mais

interessante deste estudo se mostra na verificagdo de que as lesdes dorsais ocasionam
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maior déficit de desempenho. Tal dado sugere a maior ativagdo do HpD por meio de
suas projecdes atua na organizacdo da aprendizagem espacial.

Por outro lado, a analise do niimero de células imunorreativas para nNOS no
HpVL e no HpVM, sub-regides do hipocampo ventral, indicou diferengas nos grupos
EXP1, EXP5 e CONTS. As quais sugerem maior ativagdo do HpVL no hipocampo dos
pombos expostos a treinamento mais longo. Embora no presente trabalho nao tenha sido
medida a atividade da NOS, a diferenca de marcagdo entre os grupos sugere ativacao da
nNOS em fun¢do do treino prolongado na situagdo experimental. Mais ainda, essa
ativacao seria distribuida diferencialmente nas sub-regides hipocampais. Pelagio (2006)
analisou a imunomarcacao de células nNOS positivas e a atividade da NOS dependente
e independente de Ca™, apos aprendizagem espacial no labirinto aquatico de Morris em
camundongos com estado epiléptico induzido por pilocarpina. Observou que a atividade
da NOS dependente de Ca™ foi significantemente maior nos animais treinados em
aprendizagem espacial. Fornel et a/ (2006) relataram uma relacdo entre a maior
atividade da NOS dependente de Ca* e a aprendizagem de habituago.

Os presentes dados também nos remetem a outros estudos que mostraram
ativagdo regionalizada das sub-regides hipocampais apos aprendizagem. Britto et al.
(2002) relataram a indugdo da expressdo do gene zenk no hipocampo de pombos apds o
treinamento com associagdes som-choque. Sperandéo (2005) ampliou essas observacdes
demonstrando a ativagdo da expressdo desse gene durante a evocagdo da memoria
contextual aversiva em pombos. Nos dois estudos, houve maior densidade de niicleos
neuronais Zenk-positivos no HpVm, em comparagdo com o HpD, indicando a
regionalizagdo da imunorreacdo para Zenk no hipocampo de pombos. Assim, na
situagdo de condicionamento cldssico aversivo ocorreu a maior ativagdo hipocampal,

evidenciada por células Zenk-positivas, no hipocampo ventral, enquanto no presente
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estudo a maior ativacdo de circuitos com processos sinapticos mediados por nNOS
ocorreu no HpD. Em conjunto esses dados sugerem que diferentes tipos de
aprendizagem e evocacdo de memoria envolvem circuitos em diferentes regides
hipocampais.

Essa questdo pode ser analisada a luz dos resultados do estudo de Kahn et a/
(2003) que descreveu um circuito tri-sindptico no hipocampo de aves, comparavel ao
existente no hipocampo de mamiferos. Assim, a circuitaria hipocampal envolve a regido
dorso-medial (DM), com as suas subdivisdes em dorso-medial-dorsal (DMd) e dorso-
medial-ventral (DMv) e a regido ventral com suas subdivisdes em regido ventral lateral
(VL) e regido ventro-medial (VM). Tais evidéncias permitem a comparacdo das
projecdes presentes em hipocampo de aves e mamiferos. As fibras que chegam as areas
Dorso-lateral e Dorso-medial do hipocampo de aves permite sdo compardveis a via
perfurante de mamiferos, que se projeta do cortex entorrinal para o giro denteado. As
projecoes da area Dorso-medial para as areas Ventro-medial e Ventro-lateral se
assemelhariam as projecdes do giro denteado para CA3 nos mamiferos e as conexdes
intrinsecas das areas ventro-lateral e ventro-medial seriam comparaveis as fibras
colaterais de Schafter.

Assim, a maior marcagdo das células nNOS-positivas observada no HpD dos
pombos EXPS5 pode estar relacionada com a atividade induzida por diferentes tipos de
informacdes que chegam até o hipocampo. As regides hipocampais de aves recebem
projecdes do tdlamo, hipotadlamo, niicleo da banda diagonal, locus coeruleus, e nicleos
da rafe (KRAYNIAK e SIEGEL, 1978; CASINI et al. , 1986; BINGMAN et al. ,
1989). O processamento sinaptico que, a partir de entdo, ocorre no HpD resultaria na
transmissdo de informagdes para o HpVM e HpVL ipsi e contralateralmente.

Finalmente, o resultado desse processamento hipocampal iniciado no HpD seria a
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ativacdo de vias que ativam o hipocampo contralateral e também eferentes hipocampais
para o nicleo septal, banda diagonal e hipotdlamo (KRAYNIAK e SIEGEL, 1978;
CASINI et al., 1986; BINGMAN et al., 1989). E interessante notar que houve marcagao
de células nNOS-positivas no HpD, HpVL e HpVM sugerindo que neurdnios que usam
o NO participam de circuitos aferentes, extra e intra-hipocampais, como também de
suas eferéncias. Nesse sentido, ¢ interessante ressaltar que mesmos os animais MAN e
CONTI1 apresentam marcacdo de células nNOS-positivas em todas as regides do Hp,
embora significativamente mais escassa que a de EXP5. Uma outra observagao a ser
salientada ¢ a presenca de neurénios do HpV com intensa marcacdo para nNOS, que
apresentavam como caracteristicas corpos celulares triangulares e extensos processos
com varicosidades que se estendiam desde os limites superiores do HpVM até seus
limites inferiores. Neuronios desse tipo poderiam ser importantes para as conexdes
intrinsecas e extrinsecas do Hp de pombos.

Como a atividade a NOS esta diretamente relacionada com processos sindpticos
mediados por Glu, pode-se considerar que a marcagao de células nNOS-positivas estaria
relacionada com a ativacdo de sinapses glutamatérgicas nesses circuitos. SUAREZ et
al. (2006) analisaram a distribuicdo da marcacdo de GABA, calbindina (CB), calretinina
(CR) e nNOS na formagado hipocampal e hiperpalio durante o desenvolvimento e fase
adulta de galinhas. No hipocampo observaram ampla distribuicdo de células CB-
positivas que, sendo ligantes de calcio podem sugerir relagdo com aumento da marcagao
nNOS-positiva, principalmente na éarea dorso-lateral onde foram encontradas mais
intensamente. Ainda destacando dados de similaridade, Rosinha (2003), focalizando a
marcacgdo de subunidades de receptores de glutamato do tipo AMPA, observou intensa
marcacdo de células GluR1 e GluR2/R3- positivas na area dorsomedial do Hp de

pombos.
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Ao mesmo tempo, pode-se lembrar que o NO, na via glutamatérgica, se relaciona
primordialmente com o receptor NMDA, o que sugere sua participagdo nos processos
de aprendizagem e memoria que foram analisados (BREDT e SNYDER, 1994;
SUSSWEIN et al, 2004). A investigagdo do papel do NO na aprendizagem e memoria
foi realizada em muitos estudos com a utilizagdo de inibidores da NOS. Bloqueadores
da nNOS interferem diretamente com a liberacdo de NO em especial, 7-nitroindazole
(7-NI) que ¢ seletivo para a isoforma neuronal da NOS. Holscher et al (1996)
verificaram prejuizo na aprendizagem para navegacao espacial no labirinto aquatico e o
labirinto radial em camundongos tratados com 7-NI antes dos testes. De La Torre e
Aliev (2005) sugeriram a importancia da participagdo da enzima NOS em processos de
memoria espacial, apds isquemia cerebral e menor marcacdo de células nNOS-positivas
apos administracao de 7-NI. Fornel et al. (2006) relataram facilitagdo da habituacdo da
resposta exploratéria a sons quando a sessdo de treino foi precedida por administragdo
sistémica de 7-NI. De modo geral, muitos estudos que usaram antagonistas do receptor
NMDA para intervir no sistema de transmissdo glutamatérgico, seja por administracao
sistémica ou por infusdes intrahipocampais, relataram prejuizos na aprendizagem e
memoria. Particularmente, com o uso de infusdes intrahipocampais de antagonistas ou
agonistas do receptor NMDA, foi possivel averiguar a participagdo do HpD e do HpV
de roedores nesses processos (XU e DAVIS, 1992; ZHANG et al. , 1998; GOULD et
al., 2002).

Contudo, o papel do NO e da enzima nNOS na aprendizagem e memoria ainda
ndo estd totalmente esclarecido. Em algumas situagdes de aprendizagem, o NO tem um
papel no estdgio inicial da forma¢do da memoria de longa duragdo, mas ndo apos o
treinamento. Em contraste em outras situacdes de aprendizagem o NO participa do

processo de consolidacdo da memoria (SUSSWEIN et al., 2004). Os nossos dados
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contribuem para o conhecimento dessas relagdes e sugerem que, em pombos, apds o
treinamento em 5 sessdes de escolha alimentar ocorre uma ativagdo de maior nimero de
neurdnios do HpD que utilizam o NO em comparacdo com o treinamento inicial.

Na andlise das células com imunorreatividade para nNOS no Hp de pombos, tanto
apOs treinamento em escolha alimentar numa unica sessdo ou durante cinco sessoes.,foi
possivel identificar células nNOS-positivas com diferentes caracteristicas histologicas.
Chama a aten¢do, contudo, o fato de que o nimero de células nNOS-positivas ¢é
proporcionalmente pequeno. Nesse contexto, pode-se perguntar quais seriam as fungdes
desses poucos neurdnios nNOS-positivos. Considerando-se a complexidade de
mecanismos celulares relacionados com a nNOS, fica claro que esse tipo de questdo
ainda necessita melhor esclarecimento. Por exemplo, Susswein et al. (2004) ressaltam
que embora seja relativamente mais simples do que o de mamiferos e aves o sistema
alimentar da Aplysia também possui proporcionalmente poucos neurdnios que usam NO
como agente retrogrado (JACKLET e KOH, 2001). Por outro lado, Katzoff ez al. (2002)
demonstraram que o NO tem um papel critico na formacdo de memoéria apods
treinamento numa situagdo relacionada com a busca de alimento na Aplysia. Além
disso, deve ser ressaltado que nossa andlise concentrou-se no Hp, embora uma situacio
de escolha alimentar num determinado espaco ocorra a ativacdo de sistemas de
comportamento de busca e apreensdo de alimentos, cuja fungdo ¢ essencial para as
diferentes espécies e ¢ muito complexo em mamiferos e aves. Possivelmente, a
investigacdo da imunorreagdo para nNOS, ndo apenas do hipocampo, mas também de
outras regides encefalicas acrescentaria observagdes interessantes para essa analise.
Pode-se afirmar que os mecanismos e processos ativados pela presenga do NO nos
sistemas neurais envolvidos na aprendizagem e memoria da fonte de alimentos ainda

necessita de investigagdes (SUSSWEIN et al., 2004).
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Em resumo, os resultados de nosso estudo replicam dados da literatura sobre
aprendizagem de escolha alimentar (TOMMASI et al., 1997, WHISHAW, 1998;
COLOMBO e BRODBENT, 2001; POUZET et al., 2002). Do mesmo modo, ampliam
observagdes anteriores na medida em que informam sobre a distribuicdo da
imunorreacdo pa nNOS no hipocampo de pombos e indicam o envolvimento de
processos mediados por nNOS nos circuitos hipocampais de pombos que aprenderam a

resposta de escolha correta.
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6. Conclusoes

No seu conjunto, os dados do presente estudo indicam que o treinamento em
aprendizagem de localizag¢@o espacial do alimento atuou como um fator de indugdo de
aumento da imunorreacdo da enzima nNOS no hipocampo de pombos.

A aprendizagem do comportamento de escolha alimentar foi expressa pela
diminui¢do da laténcia de escolha entre as tentativas da sessdo e entre as sessdes de
treino. As laténcias diminuiram significativamente ao longo das cinco sessdes de treino
enquanto que o nimero de escolhas corretas aumentou.

A intensidade da imunorreacdo para nNOS no Hp dos pombos variou em fungao
da duracdo do treino . A maior ativagdo da imunorreagdo para nNOS estaria relacionada
com a aprendizagem e memoria de longa duracdo. Como sugerido pelo numero
significativamente maior de células nNOS-positivas no Hp dos animais EXP5 foi em
comparagdo com os demais grupos.

A imunomarcagdo para nNOS apresentou um padrdo regionalizado, com maior
marca¢dao no HpD em comparacdo como o HpV e no HpVL, em comparagdo com o
HpVM. Essa regionalizacdo da distribui¢cdo das células nNOS-positivas no Hp de
pombos parece estar relacionada com a organizacdo das conexdes hipocampais
intrinsecas as quais se organizam num circuito tri-sindptico, comparavel ao encontrado
no Hp de mamiferos, conforme descrito por Kahn et al. (2003).

Os resultados referentes a indugcdo de maior marcacdo da nNOS durante o
processo de aprendizagem de escolha alimentar acrescentam informacdes relacionadas
com o conhecimento de processos que envolvem regulacdo da transmissdo
glutamatérgica via NMDAr, da ativagdo das enzimas NOS e de mecanismos de

sinaliza¢do por NO no hipocampo durante processos de aprendizagem espacial.
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Tabela 1. Laténcia de escolha nas tentativas, nas Sessoes 1, 2 e 3 de treino dos animais

do grupo treinado cinco dias (EXP5)

ANIMAIS T1 T2 T3 T4 T5 T6
1709 600 7,19 5,93 19,63 13,07 84,36
1739 600 600 600 23,84 18,7 249,94
1858 600 600 46 128,4 130,2 18
1859 600 600 600 600 134,75 187

S1 1866 600 600 30 104 152,23 127
1863 600 600 600 137 132 103,4
1864 600 600 114 1" 39 58
1865 600 600 600 23,84 18,7 147,87
MEDIA 600 525,90 | 324,49 | 130,96 79,83 121,95
DESVIO 0 209,6 | 296,11 196,6 | 62,23751 | 73,64258
E.P.M 0 79,09 | 111,73 | 74,18 23,49 27,79

ANIMAIS T1 T2 T3 T4 T5 T6
1709 8 7,79 34,04 3,87 142,16 284,31
1739 56,43 9,57 13,91 9,27 12,62 5,23
1858 19 54 21 15 21 99
1859 600 120 74,5 24 14 140

S2 1866 90 10 80 59 21 74

1863 75 10 16 38 22 33

1864 16 15 15 20 18 22

1865 600 120 600 24 14 140
MEDIA | 183,05 | 43,30 | 106,81 | 24,14 33,10 99,69
DESVIO | 258,99 | 49,71 | 201,06 | 17,48 44,22 90,55
E.P.M 97,73 | 18,76 | 75,87 6,60 16,69 34,17

ANIMAIS T1 T2 T3 T4 T5 T6
1709 21,59 | 41,711 | 27,19 | 245,5 11,96 95,66
1739 23,03 | 10,68 4,7 13,41 27,87 33,73
1858 178 4 24 5 13 11
1859 25 32 13 13 15 79

S3 1866 31 600 15 106 54,13 64,5

1863 27 10 10 24 12 17

1864 7 11 9 6 48 18

1865 90 10 80 59 21 74
MEDIA 50,33 | 89,92 | 22,86 | 58,99 25,37 49,11
DESVIO | 57,17 | 206,51 | 24,29 | 82,93 16,83 32,96
E.P.M 21,57 | 77,93 9,17 31,30 6,35 12,44
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Tabela 2. Laténcia nas tentativas para nas Sessdes 4 e 5 de treino dos animais

Experimentais 5 dias (EXP5)

ANIMAIS T1 T2 T3 T4 T5 T6
1709 2472 | 12,5 | 232,9 | 2455 | 526 | 284,31
1739 10,59 | 18,31 | 4,2 | 893 | 14,69 | 249,94
1858 12 12 15 9 4 15
1859 12 2748 | 173 | 100 12 99

sS4 1866 29 15 119 74 62 40
1863 40 32 22 16 19 10
1864 7 9 8 14 9 18

1865 1843 | 125 | 51 | 374 | 526 | 385

MEDIA 47,03 | 48,26 | 78,13 | 63,11 | 16,40 | 94,34

DESVIO 81,63 | 91,81 | 86,91 | 80,99 | 19,14 | 110,60
E.P.M 30,80 | 34,64 | 32,79 | 30,56 | 7,22 | 41,74

ANIMAIS T1 T2 T3 T4 5 T6
1709 652 | 961 | 689 | 413 | 80,49 | 41,54
1739 17,4 | 17,13 | 38,34 | 1519 | 11,92 | 10,73
1858 12 13 | 1302 | 13 13 16
1859 38 22 63 29 | 32,75 17

S5 1866 74 9 9 33 84 17
1863 15 8 10 7 7 5
1864 10 13 7 10 12 7
1865 652 | 961 | 689 | 413 | 80,49 | 41,54
MEDIA 22,40 | 12,67 | 33,92 | 14,43 | 40,21 | 19,48
DESVIO 23,16 | 4,80 | 43,94 | 11,00 | 3517 | 14,34
E.P.M 8,74 1,81 | 16,58 | 4,15 | 1327 | 5,41
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Tabela 3. Laténcia nas seis tentativas para a Unica sessdo de treino

Experimental 1 dia (EXP1)

do grupo

ANIMAIS T1 T2 T3 T4 T5 T6
1786 600 600 8 62 14,32 34,32
1787 600 73 64,42 600 60,55 13,76
1847 600 600 600 25,08 9,78 5,17
1848 490,06 318 41,7 79,93 59 18,03
1851 118 87 70 68 58 35
1862 535 230 180 85 63 45
1861 490,06 318 160,69 153,33 47,78 25,21

MEDIA 490,45 318 160,69 153,33 44,63 25,21
DESVIO | 158,8834 | 200,0636 | 188,3506 | 185,796 | 21,10957 | 12,84377
E.P.M 145,7 140,7 114,7 112,1 12,55 5,29
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Tabela 4. Laténcias comparadas nas seis tentativas da primeira sessdo de treino do

grupos grupos Experimental 1 dia (EXP1) e Experimental 5 dias (EXP5)

SESSAO UNICA EXPERIMENTAL 1

DIA

s1 | 1 | T2 T3 T4 T5 T6
MEDIA 490,45 318,00 160,69 153,33 44,63 2521
DESVIO 158,88 200,06 188,35 185,80 21,11 12,84
EP.M 14570 140,70 11470 112,10 1255 529

SESSAO 1 EXPERIMENTAL 5 DIAS

S1 T1 T2 T3 T4 T5 T6
MEDIA | 600 525,90 324,49 | 130,96 79,83 121,95
DESVIO 0 209,59 296,0913 | 196,5788 | 62,23751 | 73,64258
E.P.M 0 79,09 111,73 74,18 23,49 27,79
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Tabela 5. Contagem geral para célgulas nNOS-positivas para Hipocampo Dorsal
(HpD),Ventro-Lateral (HpVL),Ventro-Medial (HpVM) para os grupos Manipulacio
(Man),Controle 1 dia (Contl),Experimental 1 dia (Expl),Controle 5 dias (Cont5) e
Experimental 5 dias (Exp5)

GRUPOS REGIOES/N1 REGIOES /N2 REGIOES/N3  TOTAL
MAN | HpD [HpVL [ HpVM | Média [ HpD | HpVL | HpVM | Média | HpD | HpVL | HpVM | Média| Md
1984 | 2,64 | 1,15 | 0,80 | 1,53 |1,59| 0,58 | 0,58 | 0,92 (0,75| 0,50 | 0,25 | 0,50 |0,98
1889 | 2,41 (1,11 | 0,69 | 1,40 (2,33| 1,00 | 0,67 | 1,33 (0,67 | 0,33 | 0,33 | 0,44 |1,06
2053 | 2,87 | 1,88 | 1,02 | 1,92 |3,60| 2,00 | 1,60 | 2,40 |2,81| 1,76 | 1,62 | 2,06 |2,13
2020 | 3,14 | 2,20 | 1,26 | 2,20 |3,20| 2,40 | 1,40 | 2,33 |2,75| 2,00 | 2,00 | 2,25 |2,26
2021 | 3,31 | 2,27 | 1,34 | 2,31 |3,18| 2,12 | 1,28 | 2,19 |3,00| 2,50 | 1,83 | 2,44 | 2,31
3030 | 4,71 | 2,53 | 2,00 | 3,08 (3,75]| 2,63 | 3,88 | 3,42 3,90 3,50 | 2,10 | 3,17 |3,22
Med | 3,18 | 1,86 | 1,18 | 2,07 (2,94 | 1,79 | 1,57 | 2,10 (2,31| 1,77 | 1,36 | 1,81 |1,99
d.p 0,76 0,55 | 0,43 | 0,61 |0,75| 0,74 | 1,10 | 0,88 |1,20| 1,10 | 0,77 | 1,10 | 0,85
e.p.m (033 ]0,24 ] 0,19 | 0,27 |0,34| 0,33 [ 0,49 | 0,39 |0,53| 0,49 | 0,34 | 0,49 (0,38
CONT1| HpD |HpVL | HpVM | Média | HpD | HpVL | HpVM | Média | HpD | HpVL | HpVM | Média | Md
1852 4 3 24 | 313 | 26 | 3,2 46 | 3,47 | 34| 24 2 2,60 |3,07
1785 2 0,71 | 0,71 | 1,14 | 1,6 | 0,8 0,6 | 1,00 | 2,6 1 1,4 | 1,67 [1,27
1789 | 1,67 | 1,17 | 1,67 | 1,50 1 3 3,5 | 2,50 (1,25 0,25 0 0,50 [1,50
1850 | 1,67 ( 1,00 | 0,67 | 1,11 [ 1,6 | 2,6 1,6 [ 1,93 | 1 1,75 1 1,25 (1,43
1849 2 0,6 08 | 113 12,75/ 1,25 | 0,75 | 1,58 | 1,2 | 1,4 1 1,20 (1,31
2022 | 2,2 1 06 (127 | 2 |125] 05 | 1,25 | 15| 0,5 0,5 | 0,83 (1,12
Med | 2,26 | 1,25 | 1,14 | 1,55 (1,93 | 2,02 | 1,93 | 1,96 (1,83| 1,22 [ 0,98 | 1,34 |1,62
d.p 0,80 ( 0,81 | 0,67 | 0,79 (0,61| 0,95 | 1,58 ( 0,91 |0,87| 0,73 | 0,63 | 0,73 |0,72
e.p.m | 0,36 | 0,36 | 0,30 | 0,35 |0,27| 0,42 [ 0,70 | 0,41 | 0,39 0,33 | 0,28 | 0,33 [0,32
EXP1 | HpD |HpVL | HpVM | Média | HpD | HpVL [ HpVM | Média | HpD | HpVL | HpVM | Média [ Md
1786 | 3,67 | 1,17 | 0,67 | 1,83 (2,80 | 3,60 | 2,40 | 2,93 (4,20 | 2,80 | 2,20 | 3,07 |2,61
1851 | 3,50 | 1,50 | 1,00 | 2,00 (2,67 | 1,67 | 1,33 | 1,89 (2,00| 1,00 ( 0,50 | 1,17 |1,69
1848 | 3,25 ( 1,75 | 0,25 | 1,75 (1,67 | 2,17 | 1,17 | 1,67 (1,71]| 2,57 | 1,29 | 1,86 |1,76
1861 | 3,20 | 2,00 | 1,00 | 2,07 (3,22 | 2,00 | 1,56 | 2,26 [2,25| 1,50 | 1,25 | 1,67 |2,00
1862 | 3,20 | 2,00 | 1,00 | 2,07 (2,33| 1,17 | 0,67 | 1,39 (1,00| 1,50 [ 0,50 | 1,00 |1,49
Med | 3,36 | 1,68 | 0,78 | 1,94 (2,54 | 2,12 | 1,42 | 2,03 (2,23 | 1,87 | 1,45 | 1,75 |1,91
d.p 0,19 { 0,32 | 0,30 | 0,14 (0,52| 0,82 | 0,57 | 0,60 |1,07( 0,69 [ 0,63 | 0,81 |0,43
e.p.m | 0,09 | 0,16 | 0,15 | 0,07 |0,26| 0,41 { 0,28 | 0,30 | 0,53 0,35 | 0,31 | 0,41 {0,22
CONT5| HpD |HpVL | HpVM [ Média | HpD | HpVL | HpVM | Média | HpD | HpVL | HpVM | Média | Md
1857 | 3,78 | 2,22 | 0,89 | 2,30 (4,00| 2,29 | 1,29 | 2,52 (3,80| 1,80 | 0,60 | 2,07 |2,30
1887 | 2,25 | 2,00 | 1,00 | 1,75 (3,50 | 2,00 | 0,83 | 2,11 (2,50 | 3,25 | 2,00 | 2,58 |2,15
1860 | 5,25 | 3,25 | 3,00 | 3,83 |4,00| 1,50 | 1,50 | 2,33 (3,00 1,33 | 1,67 | 2,00 | 2,72
1890 | 4,17 ( 1,83 | 1,83 | 2,61 (2,60| 1,40 | 1,80 | 1,93 (1,40| 0,00 ( 0,60 | 0,67 |1,74
1867 | 2,60 | 2,20 | 1,80 | 2,20 (2,00| 1,63 | 1,25 | 1,63 (2,00| 0,50 | 1,75 | 1,42 |1,75
Med | 3,20 | 2,06 | 1,38 | 2,21 (3,03 | 1,83 | 1,29 | 2,05 (2,43| 1,39 | 1,24 | 1,68 |1,98
d.p 1,10 | 0,50 | 0,77 | 0,79 |0,80| 0,33 | 0,32 | 0,35 (0,82| 1,13 | 0,60 | 0,73 | 0,41
e.p.m | 0,55 ] 0,25 | 0,38 | 0,39 |0,40| 0,17 [ 0,16 | 0,17 | 0,41 0,56 | 0,30 | 0,37 {0,21
EXP5 | HpD |HpVL | HpVM | Média | HpD | HpVL [ HpVM | Média | HpD | HpVL | HpVM | Média | Md
1859 | 6,88 | 2,75 | 2,50 | 4,04 (6,71 | 3,43 | 1,71 | 3,95 (8,50| 1,75 | 1,25 | 3,83 |3,94
1858 |11,40| 3,40 | 3,00 | 5,93 |9,67| 2,33 | 1,00 | 4,33 [5,00| 2,00 | 1,33 | 2,78 | 4,35
1863 | 6,00 | 3,00 | 2,67 | 3,89 (4,00| 1,25 | 1,00 | 2,08 (3,44 | 2,00 | 2,11 | 2,52 |2,83
1864 | 8,38 | 2,13 | 1,44 | 3,98 (5,22 | 1,67 | 1,33 | 2,74 |5,00| 2,00 | 1,60 | 2,87 |3,20
1865 | 7,50 | 2,40 | 2,00 | 3,97 (5,50 | 2,40 | 2,50 | 3,47 (3,71| 1,71 | 1,86 | 2,43 |3,29
Med | 8,03 | 2,74 | 2,32 | 4,36 |6,22 | 2,22 | 1,51 | 3,32 (5,13 | 1,89 | 1,63 | 2,88 |3,52
d.p 1,86 | 0,45 ( 0,55 | 0,88 |1,93| 0,74 | 0,56 | 0,91 (1,80 0,13 | 0,32 | 0,56 |0,61
e.p.m ( 093 ]0,22 | 0,27 | 0,44 [0,96]| 0,37 [ 0,28 | 0,46 | 0,90 0,07 { 0,16 | 0,28 (0,31
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Tabela 6. Contagem geral para células nNOS-positivas para Hipocampo Dorsal (HpD)

para os grupos Manipulagdo (Man),Controle 1 dia (Contl),Experimental 1 dia

(Exp1),Controle 5 dias (Cont5) e Experimental 5 dias (Exp5)

MAN HpD N1 HpD N2 HpD N3 MEDIA GERAL

1984 2,64 1,59 0,75 1,66

1889 2,41 2,33 0,67 1,80
2053 2,87 3,60 2,81 3,09
2020 3,14 3,20 2,75 3,03

2021 3,31 3,18 3,00 3,16
3030 4,71 3,75 3,90 412
MEDIA 3,18 2,94 2,31 2,81
Desvio 0,75 0,75 1,20 0,93
e.p.m 0,33 0,34 0,53 0,41
CONT1 | HpD N1 HpD N2 HpD N3 MEDIA GERAL

1852 4 2,6 3,40 3,33

1785 2 1,60 2,60 2,07

1789 1,67 1,00 1,25 1,31

1850 1,67 1,60 1,00 1,42

1849 2 2,75 1,20 1,98
2022 2,2 2 1,50 1,90
MEDIA 2,26 1,93 1,83 2,00
Desvio 0,80 0,61 0,87452368 0,72
e.p.m 0,36 0,27 0,39 0,32
EXP1 HpD N1 HpD N2 HpD N3 MEDIA GERAL

1786 3,67 2,80 4,20 3,56

1851 3,50 2,67 2,00 2,72

1848 3,25 1,67 1,71 2,21

1861 3,20 3,22 2,25 2,89

1862 3,20 2,33 1,00 2,18
MEDIA 3,36 2,54 2,23 2,71
Desvio 0,19 0,52 1,07 0,57
e.p.m 0,09 0,26 0,53 0,28
CONT5 | HpD N1 HpD N2 HpD N3 MEDIA GERAL
1857 3,78 4,00 3,80 3,86

1887 2,25 3,50 2,50 2,75

1860 5,25 4,00 3,00 4,08

1890 417 2,60 1,40 2,72

1867 2,60 2,00 2,00 2,20
MEDIA 3,20 3,03 2,43 3,12
Desvio 1,10 0,80 0,82 0,81
e.p.m 0,55 0,40 0,41 0,40
EXP5 HpD N1 HpD N2 HpD N3 MEDIA GERAL
1859 6,88 6,71 8,50 7,36

1858 11,40 9,67 5,00 8,69

1863 6,00 4,00 3,44 4,48

1864 8,38 5,22 5,00 6,20

1865 7,50 5,50 3,71 5,57
MEDIA 8,03 6,22 513 6,46
Desvio 1,86 1,93 1,80 1,62
e.p.m 0,93 0,96 0,90 0,81
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Tabela 7. Contagem geral para células nNOS-positivas para Hipocampo Ventrall (HpV)

para os grupos Manipulagdo (Man),Controle 1 dia (Contl),Experimental 1 dia

(Exp1),Controle 5 dias (Cont5) e Experimental 5 dias (Exp5)

GRUPO N1 N2 N3 | TOTAL
MAN |HpVL [ HpVM | MEDIA | HpVL | HpVM | MEDIA | HpVL | HpVM | MEDIA | Med
1984 | 1,15 | 0,80 1 0,58 | 0,58 | 0,58 | 0,50 | 0,25 | 0,38 0,64
1889 | 1,11 | 0,69 1 1,00 | 0,67 | 0,83 | 0,33 [ 0,33 | 0,33 0,69
2053 | 1,88 | 1,02 1 2,00 | 1,60 | 1,80 | 1,76 | 1,62 | 1,69 1,65
2020 | 2,20 | 1,26 2 2,40 | 1,40 | 1,90 | 2,00 | 2,00 | 2,00 1,88
2021 | 2,27 | 1,34 2 212 | 1,28 | 1,70 | 2,50 | 1,83 | 2,17 1,89
3030 | 2,53 | 2,00 2 263 | 3,88 | 3,25 | 3,50 | 2,10 | 2,80 2,77
MEDIA | 1,86 | 1,18 2 1,79 | 1,57 | 1,68 | 1,77 | 1,36 | 1,56 1,59
desvio | 0,55 | 0,43 | 0,52 | 0,81 | 1,20 | 0,94 | 1,20 | 0,84 | 1,00 0,81
ep.m | 024 [ 019 | 0,23 | 0,36 | 0,54 | 042 | 0,54 | 0,38 | 0,45 0,36
CONT1 | HpVL | HpVM | MEDIA | HpVL | HpVM | MEDIA | HpVL | HpVM | MEDIA | Med
1852 3 2,4 2,70 | 3,20 | 460 | 3,90 | 2,40 | 2,00 | 2,20 2,93
1785 | 0,71 | 0,71 | 0,71 | 0,80 | 0,60 | 0,70 | 1,00 | 1,40 | 1,20 0,87
1789 | 117 | 1,67 | 1,42 | 3,00 | 3,50 | 3,25 | 0,25 | 0,00 | 0,13 1,60
1850 | 1,00 | 0,67 | 0,83 | 260 | 1,60 | 210 | 1,75 | 1,00 | 1,38 1,44
1849 | 0,6 0,8 0,70 | 1,25 [ 0,75 | 1,00 | 1,40 [ 1,00 | 1,20 0,97
2022 1 0,6 0,80 | 1,25 | 0,50 | 0,88 | 0,50 [ 0,50 | 0,50 0,73
MEDIA | 1,25 | 1,14 | 1,19 | 2,02 | 193 | 1,97 | 1,22 | 0,98 | 1,10 1,42
desvio | 0,81 | 0,67 | 0,78 | 1,04 | 1,73 | 1,35 | 0,80 | 0,69 | 0,72 0,81
ep.m | 0,36 | 0,30 | 0,35 | 0,46 | 0,77 | 0,60 | 0,36 | 0,31 | 0,32 0,36
EXP1 | HpVL | HpVM | MEDIA | HpVL | HpVM | MEDIA | HpVL | HpVM | MEDIA [ Med
1786 | 1,17 | 0,67 | 092 | 3,60 | 2,40 | 3,00 | 2,80 | 2,20 | 2,50 2,14
1851 | 1,50 | 1,00 | 1,25 | 1,67 | 1,33 | 1,50 | 1,00 | 0,50 | 0,75 1,17
1848 | 1,75 | 0,25 | 1,00 | 2,17 | 1,47 | 1,67 | 2,57 | 1,29 | 1,93 1,53
1861 | 2,00 | 1,00 | 1,50 | 2,00 | 1,56 | 1,78 | 1,50 | 1,25 | 1,38 1,55
1862 | 2,00 | 1,00 | 1,50 | 1,17 | 0,67 | 0,92 | 1,50 | 0,50 | 1,00 1,14
MEDIA | 1,68 | 0,78 | 1,23 | 212 | 1,42 | 1,77 | 1,87 | 1,15 | 1,51 1,51
desvio | 0,32 | 0,30 | 0,27 | 091 | 0,64 | 0,76 | 0,77 | 0,70 | 0,71 0,40
ep.m | 016 [ 015 | 014 | 0,46 | 0,32 | 0,38 | 0,39 | 0,35 | 0,35 0,20
CONT5 | HpVL | HpVM | MEDIA | HpVL | HpVM | MEDIA | HpVL | HpVM | MEDIA | Med
1857 | 2,22 | 0,89 | 1,56 | 229 | 1,29 | 1,79 | 1,80 | 0,60 | 1,20 1,51
1887 | 2,00 | 1,00 | 1,50 | 2,00 | 0,83 | 1,42 | 3,25 | 2,00 | 2,63 1,85
1860 | 3,25 | 3,00 | 3,13 | 1,50 | 1,50 | 1,50 | 1,33 | 1,67 | 1,50 2,04
1890 | 1,83 | 1,83 | 1,83 | 1,40 | 1,80 | 1,60 | 0,00 | 0,60 | 0,30 1,24
1867 | 2,20 | 1,80 | 2,00 | 1,63 | 1,25 | 1,44 | 0,50 | 1,75 | 1,13 1,52
MEDIA | 2,06 | 1,38 | 1,72 | 1,83 | 1,29 | 1,56 | 1,39 [ 1,24 | 1,31 1,47
desvio | 0,50 | 0,77 | 0,66 | 0,37 [ 0,36 | 0,15 | 1,26 | 0,67 | 0,84 0,31
ep.m | 025 [ 0,38 | 0,33 | 0,19 | 0,18 | 0,08 | 0,63 | 0,34 | 0,42 0,16
EXP5 |HpVL | HpVM | MEDIA | HpVL | HpVM | MEDIA | HpVL | HpVM | MEDIA [ Med
1859 | 2,75 | 2,50 | 2,63 | 3,43 | 1,71 | 2,57 | 1,75 | 1,25 | 1,50 2,23
1858 | 3,40 | 3,00 | 3,20 | 2,33 | 1,00 | 1,67 | 2,00 | 1,33 | 1,67 2,18
1863 | 3,00 | 2,67 | 2,83 | 1,25 | 1,00 | 1,13 | 2,00 | 2,11 | 2,06 2,00
1864 | 213 | 1,44 | 1,78 | 1,67 | 1,33 | 1,50 | 2,00 | 1,60 | 1,80 1,69
1865 | 2,40 | 2,00 | 2,20 | 2,40 | 2,50 | 2,45 | 1,71 | 1,86 | 1,79 2,15
MEDIA | 2,74 | 2,32 | 2,53 | 222 | 151 | 1,86 | 1,89 | 1,63 | 1,76 2,05
desvio | 0,45 | 0,55 | 0,55 | 0,83 | 0,63 | 0,62 | 0,15 | 0,36 | 0,20 0,22
ep.m | 0,22 | 0,27 | 0,28 | 0,41 | 0,31 | 0,31 | 0,07 | 0,48 [ 0,10 0,11
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Tabela 8. Contagem geral para células nNOS-positivas para Hipocampo Ventro-Lateral
(HpVL) e Hipocampo Ventro-Medial (HpVM) para os grupos Manipulacdo
(Man),Controle 1 dia (Contl),Experimental 1 dia (Expl),Controle 5 dias (Cont5) e
Experimental 5 dias (Exp5)

GRUPOS Hp Ventro-Lateral Hp Ventro-Medial

MAN N1 N2 N3 |MEDIA| N1 N2 N3 | MEDIA
1984 |1,15 0,58 0,50| 0,74 |0,80 0,58 0,25| 0,54
1889 [1,11 1,00 0,33| 0,82 |0,69 0,67 0,33| 0,56
2053 (1,88 2,00 1,76 1,88 |1,02 1,60 1,62 1,41
2020 |2,20 2,40 2,00| 2,20 (1,26 1,40 2,00| 1,55
2021 |2,27 2,12 2,50 2,30 (1,34 1,28 1,83 1,48
3030 [2,53 2,63 3,50 | 2,88 |2,00 3,88 2,10| 2,66
MEDIA (1,86 1,79 1,77| 1,80 |1,18 1,57 1,36 1,37
desvio |0,60 0,81 1,20( 0,86 |0,47 1,20 0,84| 0,78
e.p.m (0,27 0,36 0,54| 0,38 |0,21 0,54 0,38 0,35
CONT1 | N1 N2 N3 |MEDIA| N1 N2 N3 | MEDIA
1852 3 3,20 2,40| 2,87 |24 4,60 2,00 3

1785 |0,71 0,80 1,00 0,84 |0,71 0,60 1,40( 0,90
1789 [1,17 3,00 0,25| 1,47 |1,67 3,50 0,00 1,72
1850 |1,00 2,60 1,75| 1,78 |0,67 1,60 1,00( 1,09
1849 | 0,6 1,25 1,40 1,08 | 0,8 0,75 1,00( 0,85
2022 1 1,25 0,50| 0,92 | 0,6 0,50 0,50| 0,53
MEDIA (1,25 2,02 1,22 1,49 |1,14 1,93 0,98| 1,35
desvio |0,88 1,04 0,80| 0,76 |0,73 1,73 0,69 0,90
e.p.m (0,39 0,46 0,36 0,34 |0,33 0,77 0,31 0,40
EXP1 N1 N2 N3 |MEDIA| N1 N2 N3 | MEDIA
1786 1,17 3,60 2,80| 2,52 (0,67 2,40 2,20 1,76
1851 [1,50 1,67 1,00 1,39 |1,00 1,33 0,50 | 0,94
1848 (1,75 2,17 2,57 2,16 (0,25 1,17 1,29( 0,90
1861 |2,00 2,00 1,50( 1,83 |1,00 1,56 1,25| 1,27
1862 |2,00 1,17 1,50( 1,56 |1,00 0,67 0,50| 0,72
MEDIA (1,68 2,12 1,87| 1,89 |0,78 1,42 1,15| 1,12
desvio [0,36 0,91 0,77| 0,46 |0,33 0,64 0,70| 0,41
e.p.m (0,18 0,46 0,39 0,23 |0,17 0,32 0,35| 0,20
CONT5 | N1 N2 N3 |MEDIA| N1 N2 N3 | MEDIA
1857 |2,22 2,29 1,80( 2,10 |0,89 1,29 0,60| 0,92
1887 |2,00 2,00 3,25| 2,42 |1,00 0,83 2,00| 1,28
1860 |3,25 1,50 1,33| 2,03 |3,00 1,50 1,67 | 2,06
1890 [1,83 1,40 0,00| 1,08 |1,83 1,80 0,60 1,41
1867 |2,20 1,63 0,50| 1,44 |1,80 1,25 1,75 1,60
MEDIA (2,06 1,83 1,39| 1,81 |1,38 1,29 1,24| 1,45
desvio |0,50 0,37 1,26 0,54 |0,85 0,36 0,67| 0,42
e.p.m (0,25 0,19 0,63| 0,27 |0,42 0,18 0,34| 0,21
EXP5 | N1 N2 N3 |MEDIA| N1 N2 N3 | MEDIA
1859 |2,75 3,43 1,75| 2,64 |2,50 1,71 1,25| 1,82
1858 |3,40 2,33 2,00| 2,58 |3,00 1,00 1,33 1,78
1863 |3,00 1,25 2,00| 2,08 (2,67 1,00 211 1,93
1864 (2,13 1,67 2,00| 1,93 (1,44 1,33 1,60 1,46
1865 |2,40 2,40 1,71 2,17 |2,00 2,50 1,86 2,12
MEDIA (2,74 2,22 1,89| 2,28 |2,32 1,51 1,63 1,82
desvio |0,45 0,83 0,15| 0,31 |0,61 0,63 0,36| 0,24
e.p.m (0,22 0,41 0,07| 0,16 |0,31 0,31 0,18 0,12
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Tabela 9. Contagem geral para células nNOS-positivas para Hipocampo Dorsal (HpD) e
Hipocampo Ventral (HpV) para os grupos Manipula¢ao (Man),Controle 1 dia
(Contl),Experimental 1 dia (Expl),Controle 5 dias (Cont5) e Experimental 5 dias

(Exp3)

GRUPOS HPD HPV
MAN MEDIA GERAL MEDIA GERAL
1984 1,66 0,64
1889 1,80 0,69
2053 3,09 1,65
2020 3,03 1,88
2021 3,16 1,89
3030 412 2,77

MEDIA 2,81 1,59
desvio 0,93 0,81
e.p.m 0,42 0,36
CONT1 MEDIA GERAL MEDIA GERAL
1852 3,33 2,93
1785 2,07 0,87
1789 1,31 1,60
1850 1,42 1,44
1849 1,98 0,97
2022 1,90 0,73
MEDIA 2,00 1,42
desvio 0,72 0,81
e.p.m 0,32 0,36
EXP1 MEDIA GERAL MEDIA GERAL
1786 3,56 2,14
1851 2,72 1,17
1848 2,21 1,53
1861 2,89 1,55
1862 2,18 1,14
MEDIA 2,71 1,51
desvio 0,57 0,40
e.p.m 0,29 0,2
CONT5 MEDIA GERAL MEDIA GERAL
1857 3,86 1,51
1887 2,75 1,85
1860 4,08 2,04
1890 2,72 1,24
1867 2,20 1,52
MEDIA 3,12 1,47
desvio 0,81 0,31
e.p.m 0,41 0,16
EXP5 MEDIA GERAL MEDIA GERAL
1859 7,36 2,23
1858 8,69 2,18
1863 4,48 2,00
1864 6,20 1,69
1865 5,57 2,15
MEDIA 6,46 2,05
desvio 1,62 0,22
e.p.m 0,81 0,11
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