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I. INTRODUCAO

Um dos principios basicos da Neurociéncia moderna se baseia no
fato de que todo comportamento é fungio de atividade neural, que influencia
e organiza nfo somente comportamentos motores simples, mas também
comportamentos mais elaborados, envolvidos na aprendizagem, nos

sentimentos e nos pensamentos (KANDEL, 1991).

A partir desta visio, as ciéncias neurais teriam como um dos seus
objetivos elucidar como o sistema nervoso, desde suas unidades celulares
especificas até intrincadas redes neurais, organiza e controla os
comportamentos durante a seqliéncia temporal do desenvolvimento. Além
disso, analisa também as rea¢des neurais pds-lesdes ou traumas (KANDEL et
al., 1991), visto que se podem observar mudancas estruturais e funcionais
adaptativas apos tais eventos (WILL ef al., 1985). Estas analises fornecem as
bases neurais para a plasticidade comportamental, especialmente as

relacionadas com a aprendizagem e memoria (TSUKAHARA, 1981).

A neuroplasticidade tornou-se um tema relevante na pesquisa
neurobioldgica contemporinea, sendo analisada tanto ao nivel molecular e
celular, como ao nivel de sistemas neurais e comportamentais, com enfoques
anatdmico, biloquimico, genético e fisioldgico. Os topicos mais associados
com a neuroplasticidade referem-se ao desenvolvimento neural, recuperacéo
de fungdo, reorganiza¢do anatomo-funcional apds lesdes, aprendizagem e

memoria (WEINBERGER & DIAMOND, 1987).



II. PLASTICIDADE NEURAL

O termo plasticidade foi introduzido por ALBRECHT BETHE, um
fisiologista alemio, por volta de 1930, quando descreveu plasticidade como
uma habilidade do organismo em adaptar &s mudangas externas e internas,
através da media¢do do sistema nervoso. O resultado desse processo seria
uma reagdo significativa e harmoénica de 6rgéos individuais, com o objetivo
de garantir a vida do individuo (PIA, 1985). Em 1961, JERZY KONORSKI,
propos a defini¢do de plasticidade neural como a capacidade adaptativa do
sistema nervoso de modificar sua propria organizagio estrutural e funcional.
Este conceito fol complementado por JACQUES PAILARD (1976), que
enfatizou as mudangas funcionais e estruturais da organizagio neural como
decorrentes da interagdo com o meio externo e interno (WILL ef al., 1985).
PHELPS (1990) definiu plasticidade neural como as mudancas adaptativas
estruturais e funcionais do sistema nervoso que ocorrem durante os estagios

do desenvolvimento, resultantes da experiéncia ou apds traumas.

Atualmente o estudo na Neurociéncia tem incluido numerosos
avancos na investigagdo dos mecanismos da neuroplasticidade, tais como:
(a) conexdes sindpticas e plasticidade (TSUKAHARA; 1981; COTMAN &
NIETO-SAMPEDRO, 1984; BAILEY & CHEN, 1988; FAZELI, 1992;
LISMAN & HARRIS, 1993); (b) evolugdo e ontogénese dos circuitos
neurais (EBBESSON, 1984; JANOWSKY & FINLAY, 1986; SHATZ,
1992); (c) sistemas de transmissdo e plasticidade (BLACK et al., 1984; LIN
& LEVITAN, 1991; MORGAN et al, 1991; WELKER et al., 1992); (d)
neurofarmacologia relacionada com a plasticidade (GLICK, 1982; KRUCK



& PYCOCK, 1991); (e) evidéncia de brotamento apds lesGes experimentais
(LIU & CHAMBERS, 1958; BUTTERS, 1974; GOLDMAN, 1978;
BIGNAMI, 1984); (f) recuperagfo de fung¢fo apos lesbes neurais em
humanos (FINGER & STEIN, 1982; JANOWSKY & FINLAY, 1986;;
PHELPS, 1990; CHOLLET et al., 1991; WEILLER et al, 1992); (g)
aspectos bioquimicos e funcionais dos gangliosideos (SONNINO er al.,
1986; DAWSON et al., 1986; WIERASZKO & SEIFERT, 1986); (h) efeito
do tratamento de gangliosideos nas respostas plasticas do sistema nervoso
apos lesdes (FASS & RAMIREZ., 1984; RAITERI et al., 1986; DUNBAR et
al., 1987); (i) fatores humorais e quimicos na reorganizacdo das conexdes
interneuronais (KOLB & WHISHAW, 1989; BRABANDER ez al., 1991); (j)
estudo do fluxo axoplasmatico e do citoesqueleto e suas relagdes com a
regeneragcdo axonal (BIGNAMI & RALSTON, 1984; FAWCET &
KEYNES, 1990); (k) descoberta e caracterizagio dos fatores de crescimento
neural e sua relagBes com a regeneraco nervosa (SOBUE et al., 1989;
GOMEZ-PINILLA et al,, 1992); (I) capacidade regenerativa do sistema
nervoso central e periférico decorrente de transplantes experimentais
(COTMAN & NIETO-SAMPEDRO, 1984; AGUAYO et al., 1987); (m)
mecanismos neurais de aprendizagem, meméria e comportamento
(ROSENZWEIG & BENNET, 1976, STEWART ef al., 1987; NOLEN et al.,
1987; LALLONDE & BOTEZ, 1990; MERZENICH et al., 1990; MORRIS,
1990; GOLDMAN-RAKIC, 1992; HINTON, 1992); (n) papel da reabilitagio
na recuperacdo de funcdo apds lesdes neurais (BACH-y-RITA, 1987;
KAMM et al., 1990).

Os trabalhos pioneiros sobre regeneracio do sistema nervoso

foram realizados por SANTIAGO RAMON y CAJAL e EUGENIO TANZI
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(final do século XIX) quando propuseram a existéncia de um neurotropismo,
durante a vida embriogénica. Este fendmeno seria conseqiiéncia de uma
sensibilidade especifica dos neurodnios as substancias extrinsicas dos tecidos
ao redor. A teoria neurotrépica de CAJAL serviu como modelo para outros

experimentos de andlise dos mecanismos de regeneracio axonal

(PORTERA-SANCHEZ, 1987).

Embora CAJAL tenha sido o pioneiro em propor as modificacdes
plasticas do sistema nervoso, ele também foi o principal proponente da idéia
de que os cérebros de animais adultos eram imutdveis, ou seja, uma vez
estabelecido o desenvolvimento neural, ndo haveria possibilidade de
regeneragio (WILL ef al., 1985; PORTERA-SANCHEZ, 1987). Em vista da
persisténcia deste conceito por muitas décadas, houve um atraso no
desenvolvimento da pesquisa neurobiologica com abordagens sobre a
neuroplasticidade, como por exemplo, a recuperagio de fun¢do apds lesdes

do sisterma nervoso central (WILL er al., 1985).

IL.1. Recuperac¢io de Funcio

Dentre os estudos da neuroplasticidade, a recuperagdo de funcéo
apos lesdes neurais tem sido abordada marcadamente nos recentes anos,
principalmente pela analise de casos clinicos e experimentais (STEIN et al.,
1983; GESCHWIND, 1984; KALAT, 1984; FINGER & ALMLI, 1982;
KUNKEL-BAGDEN, 1992). Isto tem permitido verificar os mecanismos

relacionados com a recuperagdo -de funcio e as possiveis mudangas



anatomicas e funcionais que podem ocorrer durante a recuperacdo (KOLB &

WHISHAW, 1989).

Os estudos relacionados com a recuperacio de fungdo podem ser
divididos naqueles que abordam mudancas morfologicas, neuroquimicas e
metabolicas, que caracterizam a plasticidade neural e naqueles que abordam
mudangas comportamentais, que caracterizam a recuperagfo pos-lesdo. As
analises de mudangas morfolégicas subjacentes a recuperacio de funcdo e
plasticidade neural que correlacionam o comportamento com modificagdes
morfofuncionais de sinapses ja existentes ou o estabelecimento de novas

sinapses, tem recebido aten¢fo especial nos Gltimos anos.

BRABANDER et al. (1991) investigaram o comportamento de
alternincia espacial apds lesGes do cortex pré-frontal medial de ratos
neonatos e de adultos, analisando as possiveis mudancas em dois sistemas
que se projetam ao cortex pré-frontal medial: a projecdo do nucleo
mediodorsal do tidlamo e a proje¢do dopaminérgica da area tegmental
ventral. Os animais foram submetidos aos testes comportamentais, nos quais
deveriam alternar entre direita e esquerda para obterem o alimento. Apds os
testes comportamentais, os mesmos foram submetidos a injecdo de
tragadores neurais e processamento imunohistoquimico. Nesse estudo foi
observado que os ratos com lesGes bilaterais neonatais mostraram
desempenho comportamental similar aos animais-controle. Ao contrario, os
ratos adultos lesados mostraram um desempenho com maior nimero de
erros. Esse padrdo pos-lesdes foi acompanhado por uma imunorreatividade

dopaminérgica aumentada no cortex pré-frontal medial remanescente.

KOLB & GIBB (1991) examinaram o padrio comportamental
remanescente, apos lesGes neonatais do cortex frontal e suas correlagdes com
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mudangas na complexidade da arborizagdo dendritica de células piramidais
do cortex frontal. Os ratos foram submetidos a lesdes bilaterais no cortex
frontal ou parietal no primeiro dia de vida, aos 10 dias e na idade adulta,
sendo posteriormente treinados em navegagfio espacial, 90 dias pds-lesdo. Os
cérebros dos animais foram processados para a coloragdo Golgi-Cox. Os
ratos que foram submetidos a lesdes neonatais apresentaram um déficit
comportamental bastante severo em relagio aos adultos com lesBes
similares. No entanto, tais animais apresentaram a manutencio da
capacidade comportamental, com comportamentés virtualmente normais, ao
final dos testes. Com relagdo aos resultados morfologicos, observou-se que
os animais com lesGes aos 10 dias de idade exibiram um aumento na
ramificagéio dendritica, enquanto os animais lesados com 1 dia de idade nio
apresentaram manuten¢do de funcdo e ndo evidenciaram um aumento na
ramificagfio dendritica. Os animais adultos apresentaram um desempenho
significante nas tarefas comportamentais e um aumento da arborizacio

dendritica comparativamente menor em relagdo aos animais jovens.

Mudangas neuroanatomicas correlacionadas com recuperagio da
assimetria comportamental induzidas por lesdes, foram analisadas por
MORGAN et al. (1991). Os ratos, divididos em grupos de 2 e 15 dias de
lesdo, foram submetidos a cirurgias cerebrais com inje¢bes de 6-OHPA
(hidroxidopamina) na substincia negra unilateral. Os animais foram testados
para a assimetria comportamental e no final do periodo de sobrevivéncia
foram injetados com HRP (peroxidase do rabano silvestre) no complexo
caudado-putamen ipsilateral a lesfo. Os resultados demonstraram que os
animais do grupo 15 dias apresentaram maior marcacio de HRP nas células

da substincia negra ipsilateral, associada a uma maior recuperagio



comportamental, em relagio ao grupo 2 dias. Os autores sugerem que
mudangas na captacdo de HRP pela projecio nigroestriatal estio

funcionalmente relacionadas com a recuperagdo comportamental.

Cerutti, Cintra, Diaz-Cintra & Ferrari (1995) relataram mudancas
neurais analisadas em pombos com lesdes massivas do telencéfalo e
treinados em discriminacdo operante. Observou-se que, a nivel do tdlamo, o
Nicleo Rotundus dos pombos lesados apresentou uma reducdo significativa
do nimero de neur6nios, associada a um aumento na vasculariza¢do. No
Teto Optico ocorreu uma desorganizagio das camadas e padrdes anormais de
orientagdo das fibras, principalmente nas camadas 1, 2 e 3. Tais
caracteristicas foram interpretadas como evidéncias de mecanismos de
plasticidade neural. Numa outra analise (Cerutti, Ferrari & Chadi, 1996) foi
demonstrada uma maior reatividade a marcagdo imunohistoquimica para
GFAp, no Nucleo Rotundus de pombos, trés meses apds a destelencefalacio.
Tais estudos colocam questdes interessantes quanto a processos de
plasticidade neural, principaimente quanto a mecanismos de compensagdo e

as fungdes da glia.

De um modo geral, pode-se afirmar que a analise da plasticidade
neural e de recuperacgio de fungdo, em suas diferentes abordagens, tem sido
realizada por meio de investiga¢des que utilizam métodos de analise do
comportamento aprendido associados a metodologia neurobioldgica,
principalmente a de lesdo neural. O desenvolvimento historico desse
conhecimento biomédico tem sido claramente ligado ao uso de animais,
principalmente mamiferos e aves, na pesquisa basica (ROLLEN et al., 1990)

sobre aspectos plasticos do sistema nervoso (MORGAN & DICKERSON,



1982) e processos biologicos relacionados com os comportamentos,

aprendizagem e memoria (BLACKMAN, 1987).

As aves, em especial o pombo doméstico (Columba livia), tém
sido exemplos de modelos experimentais em' investigacdes fisioldgicas
(COOPER, 1986), por serem de ficil obten¢fio, manuseio e apresentarem
vida longa, favorecendo a utilizag8o em laboratérios por tempo prolongado,
e permitindo a obtencio de diversos dados de interesse cientifico nas areas
das neurociéncias (KERBAUY, 1970; FABICHAK, 1990). Além disso,
oferecem um excelente modelo para estudos de neurologia comparativa

(Medina & Reiner, 1995; Gagliardo, Bonadonna & Divac, 1996).

I1.2. Aprendizagem ¢ Memoria

A plasticidade neural estd diretamente relacionada com os
mecanismos de aprendizagem, meméria e comportamento (TSUKAHARA,
1981; PIA, 1985; GREENOUGH et al., 1988; PHELPS, 1990; IZQUIERDO,
1992), pois os processos genéticos e de desenvolvimento interagem para

produzir muitos dos padrdes comportamentais.

A aprendizagem ¢ um processo de aquisicio do conhecimento
sobre eventos do mundo (STADDON, 1983; MORRIS et al., 1988), por
meio da experiéncia (KANDEL, 1991), e pode ser considerado um
importante processo pelo qual o ambiente altera o comportamento
(BERLUCCHI & BUCHTEL, 1976; PIA, 1985; KUPFERMANN, 1991).
Esta potencialidade para a aprendizagem varia através do reino animal, e

depende da complexidade do sistema nervoso do organismo. Em humanos, a
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eficacia da capacidade de aprender e lembrar, associada ao desenvolvimento
da linguagem, tém conduzido ao estabelecimento e evolugio da cultura, que

¢ mantida através de geracdes (MORRIS ef al., 1988).

O estudo da aprendizagem se faz importante para analisar o
comportamento normal e patologico (LALONDE & BOTEZ, 1990,
KUPFERMANN, 1991), permitindo correlacionar os efeitos das lesdes
cerebrais com comportamentos (BURES er al., 1983); com o uso de drogas e
terapéutica (IVERSEN et al, 1977) e esclarecerr os mecanismos
relacionados aos processos regenerativos neurais (BERNTSON et al., 1983;
BAILEY et al, 1988; KAYE er al, 1990, MERZENICH er al., 1990;
WEILLER et al., 1992).

A aprendizagem € dividida em duas classes principais: (a) ndo-
associativa, na qual o animal aprende sobre as propriedades dos estimulos,
resultado da exposi¢do unica ou repetida de um tipo simples de estimulo; (b)
associativa, na qual o organismo aprende a relagio associativa entre um
estimulo e outro (condicionamento classico) ou sobre a relagfo associativa
entre o estimulo e os comportamentos do organismo (condicionamento
operante). Estes tipos de aprendizggem tém proporcionado elementos de
analise para determinar como as alteragGes neurais estdo relacionadas com as
mudang¢as comportamentais € os fendmenos plasticos (MORRIS ef a/., 1988;

KANDEL ef al., 1991),

Enquanto a aprendizagem ¢ o processo de adquirir conhecimentos
sobre 0 mundo a memoria € um processo pelo qual se retém este
conhecimento (KUPFERMANN, 1991). A memdria pode ser dividida em
reflexiva ou de procedimento e declarativa. A meméria reflexiva apresenta

uma qualidade automatica, e sua formagfo independe de conhecimentos ou
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processos cognitivos, tais como comparagdo e estabelecimento de relagdes
(KUPFERMANN, 1991). Este tipo de memo6ria se acumula lentamente
através da repeticdo e tentativas (MORRIS ez a?., 1988). Por outro lado, a
memoria declarativa ou explicita’ codifica informac¢des sobre eventos
autobiograficos com associagSes e interrrelagbes pessoais e temporais para
diferentes eventos (SQUIRE & ZOLA-MORGAN, 1988; KUPFERMANN,
1991).

Informagdes provenientes de estudos de casos humanos de
amnésia e de modelos animais experimentais (SQUIRE et al, 1986),
parecem relatar que as mudancas plasticas relacionadas com o processo de
memoria estio localizadas em varias dreas do sistema nervoso e envolvem

diferentes  circuitos npeuronais e sistemas de neurotrasmissores

(IZQUIERDO, 1992).

Os estudos de aprendizagem tem sido desenvolvidos com base em
observagdes de diferentes animais. Dentre esses, verifica-se que o rato e o
pombo, principalmente na drea da Psicologia, tem sido os sujeitos mais
frequentes e que tem, assim contribuido para o conhecimento cientifico na

area.

I1.3. Lesdes Neurais

As lesdes neurais podem ser obtidas por diversos métodos, tais
como, secc¢des de neuroeixo, obtendo-se as classicas lesSes cérebro ou

encéfalo isolado; passagem de corrente elétrica direta na estrutura neural;
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termocoagulagio ou corrente de alta freqiiéncia; ablagdes parciais ou totais

do sistema nervoso e lesdes neuroquimicas pela inje¢do de neurotoxinas

(HEYN & FORSSMANN, 1981; BURES ef al., 1983).

A injecdo cerebral de neurotoxinas tem sido utilizadas na pesquisa
neurobioldgica para andlise de mudangas comportamentais e sistemas de
neurotransmissores (SCHWARCZ & COYLE, 1977, BURES et al, 1983),
correlacionados com alteragdes morfofuncionais (SCHWARCZ et al., 1979;
RIEKE, 1980; ROBBINS et al, 1989; ANDREWS et al, 1994) e
mecanismos de plasticidade neural (STEIN et al.,, 1983; BRABANDER et
al., 1991; KOLB et al.,, 1991; MORGAN et al., 1991).

Entre as varias neurotoxinas, os aminoacidos excitatorios tém
oferecido vantagem na pesquisa neurobioldgica para identificar grupos
celulares de neurotransmissores, enzimas e recepfores neurais. Desde que os
efeitos neurotéxicos dos aminodcidos excitatorios presumivelmente resultam
da acdo deles sobre os receptores, tais neurotoxinas devem exercer um papel
na neurotransmissio (COYLE, 1981), fornecendo modelos experimentais no
estudo de doengas neurodegenerativas, caracterizadas por degeneracio de
classes especificas de neur6nios (GUTTMAN, 1987; ISAACSON et al,
1987, McGEER et al., 1987; LEE, 1987; COFFEY et al., 1988; ALTAR &
BAUDRY, 1990; DeLONG, 1990; DiFIGLIA, 1990, GOLDMAN-RAKIC &
SELEMON, 1990, PHELPS, 1990).

Os aminodacidos excitotoxicos mais potentes s3o os acidos kainico
(KA) e iboténico (IBO). Ambos sdo aminodacidos heterociclicos excitatérios,
sendo analogos ao neurotransmissor acido glutdmico (KIZER et al., 1978;
BURES et al.,, 1983). O fato de qué o potencial neurotdxico de cada uma

destas neurotoxinas parece estar relacionado com a cadeia principal, sugere
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que a neurotoxicidade destes compostos deve ser resultado direto de
excitacdo da membrana de um neurdnio sensivel a estas substancias. Ambas
as neurotoxinas possuem um grupo amino-alfa primario ou secundario para o
acido carboxilico que esta a trés ou quatro ligagdes de um outro grupamento

acido, tais como um carboxil, hidroxil ou quinona (Figura 1).

O KA foi originalmente isolado por MURAKAMI et al. (1953), da
Digenea simples, um tipo de alga' marinha vermelha (NADLER, 1979),
enquanto o IBO foi isolado da A4manita muscaria, um tipo de cogumelo
(JOHNSTON et al., 1968). Ambas as neurotoxinas parecem interagir com o
receptor aminodcido excitatdério pos-sindptico, despolarizando por um
periodo prolongado todos os neurbnios que apresentem estes receptores
(NADLER, 1979), resultando em um desequilibrio iénico (SHINOZAKI &
KONISHI, 1970; OLNEY et al., 1974), decorrente de um grande influxo de
calcio e sodio na célula e um aumento extracelular de potassio,
consequentemente levando a morte celular (EVANS, 1981; KRUCK &
PYCOVK, 1991). Apresentam também um dramaético efeito farmacologico,
induzem convulsdes tonico-clonicas e recorrentes (BHAGAVAN et al,
1971; ALDINIO et al, 1981) e, em concentracbes toxicas, destroem
indiscriminadamente os corpos celulares (KIZER er al, 1978), que

apresentam receptores para aminoacidos (ROBBINS e al., 1989).
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al., 1995), acarretar crises epileptogénicas bastante intensas (BEN-ARI et al.,
1980; SCHWOB er al, 1980; ALDINIO et al, 1981), afetar 6rgios
sistémicos, como o coraglo (BOYKO et al., 1979) e pode causar alteracdes

comportamentais (DIVAC et al., 1978).

Ao contrario, a infus&io local de IBO parece resultar em areas mais
restritas de degeneracdo por apresentar menor toxicidade (SCHWARCZ ef
al., 1979; GULDIN & MARKOWITSCH, 1982; KOHLER & SCHWARCZ,
1983) e causar efeitos fisiologicos anormais de menor gravidade (ALDINIO
et al., 1981; ANDREWS ef a/., 1994; BALLEINE & KILCROSS, 1994).
Porém, um fator problematico ao uso de IBO ¢ a sua instabilidade quimica.
O IBO ¢ facilmente descarboxilado para muscimol, um potente agonista aos

receptores GABA inibitorios (OLLNEY, 1984).

Os disturbios cornp()rtaméntais mais frequentemente observados
apOs lesdes neurais nos nlcleos da base pelos KA e IBO sdo movimentos
involuntarios da cabega em direcdo ao lado lesado; rotagiio para o lado da
lesio (CROW, 1971; RIEKE, 1980); rotacdo para o lado contralateral da
lesio (PORCEDDU et al., 1979; RIEKE, 1981); tremor corporal ou de
segmento corporal isolado (SILBERGELD et al, 1979); desordens de
desempenho comportamental e aprendizagem (ROBBINS et al, 1989;
BALLEINE & KILCROSS, 1994) e de processos mnemdnicos (PAGE et al.,
1991).



HI. ORGANIZACAO DO COMPLEXO PALEOESTRIATAL
DE POMBOS (Columba livia)

O conhecimento da estrutura do sistema nervoso é uma condigo
necessaria para estudos neurofisiolégicos e para elucidar fatores basicos da

organizac@o funcional (COHEN & KARTEN, 1974).

Entre as caracteristicas morfologicas do sistema nervoso ha alguns
padrdes estruturais basicos que se mantiveram na evolucdo dos vertebrados
(LASHLEY, 1949; KARTEN, 1969; REINER et al, 1984; MEDINA &
SMEETS, 1991; MEDINA & REINER, 1995). No entanto, é necessario
observar que a descri¢do neuroanatdmica do sistema nervoso de aves é
bastante escassa, pois os principios gerais de organiza¢do neural sdo
baseados principalmente em estudos envolvendo uma simples familia de
passaros, Columbidae, mais especificamente os pombos (PEARSON, 1972;
COHEN et dl., 1974). Para uma reviso do sistema nervoso de pombos,

incluindo a nomenclatura de tractos e grupos nucleares, ver o atlas

estereotaxico de KARTEN & HODOS (1967).

A topografia externa do sistema nervoso de aves caracteriza-se por
hemisférios cerebrais proeminentes e desenvolvidos, porém lisencéfalos.
Outras notaveis caracteristicas externas s3o o cerebelo e os lobos épticos,
refletindo predominio da coordenagfo e equilibrio e do sistema visual em
muitos passaros. O maior volume do telencéfalo de aves é consituido
primariamente por cinco principais massas' nucleares (hiperestriado,
ectoestriado, neoestriado, paleoestriado e arquiestriado) localizadas

lateralmente aos ventriculos (COHEN et al., 1974), sendo o paleoestriado a
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massa nuclear analisada nesta pesquisa. Em todos os vertebrados, os nucleos
da base sdo divididos em uma parte dorsal ou somatica, relacionada com

fungdes motoras, e uma parte ventral ou visceral, relacionada com funcdes

limbicas (MEDINA & REINER, 1995).

O complexo palecestriatal (CP) do pombo se localiza na parede
basolateral do telencéfalo e consiste de trés principais subdivisdes:
paleoestriatum  augmentatum  (PA), primitivum (PP) e nucleus
‘interpeduncularis (INP) (KARTVEN & DUBBELDAM, 1973), sendo

circunscrito dorsalmente pela limina medular dorsal (LMD) (Figura 2).

b
Al ¥
o i

e

SLEEAED

Figura 2: Localizagio do complexo paleoestriatal de pombos em corte frontal,

conforme atlas de KARTEN & HODOS (1967). PA: palecestriatum augmentatum, PP:
paleoestriatum  primitivum; INP. nucleus inferpeduncularis; N: neoestriado; E:

ectoestriado; HA: hiperestriado anterior; HV: hiperestriado ventral; Ac: nucleus

accumbens; LMD: ldmina medular dorsal.
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O lobo paraolfatério (LPO) localiza-se medialmente ao PA e tem
sido considerado como parte desta subdivisdo paleoestriatal, que em
conjunto comprende o estriado dorsal (MEDINA & REINER, 1995). Porém,
o LPO parece ndo participar diretamente das conexdes relacionadas com a
organizacdo motora, e sim como parte do sistema limbico (KARTEN et al.,

1973).

Baseado em estudos histoquimicos {ARIENS-KAPPERS et al,
1967; JUORIO et al., 1967) e citologicos (KARTEN et al., 1973; COHEN et
al., 1974}, o CP parece ser uma estrutura comparavel aos nicleos da base de
mamiferos. O PA tem sido considerado homélogo ao complexo caudado-
putdmen, o PP ao globo péalido (segmento externo) de mamiferos e o INP ao
segmento interno do globo palido (PARENT & OLIVER, 1970; KARTEN et
al., 1973; COHEN & KARTEN, 1974). Esta homologia se baseia no fato de
que o PP ¢ constituido por células ovoides extremamente grandes, cuja
organizacfo citoarquitetural € semelhante ao globo palido e o PA, com maior
quantidade de pequenas células e axdnios mielinizados, resulta num aspecto
estriado do tecido, como no ca&%adﬁ;puiémen (KARTEN, 1969),
apresentando uma reac@o positiva a acetiicoiinesterase e dopamina (JUORIO
et al., 1967; KARTEN et al., 1973; BRAUTH et al., 1977), caracteristico dos
niicleos da base de mamiferos (KOELLE, 1954; DAHLSTROM & FUXE,
1965).

O PA recebe projegdes de neurdnios telencefalicos da area
témporo-parieto-occipital (TPO) e area cortical lateral do neoestriado. As
projegdes corticoestriatais utilizam como neurotransmissor o aminoacido
excitatorio glutamato. Isto indica que o estriado dorsal em aves e mamiferos

recebe grande quantidade de informagdes sensoriais e motoras, sugerindo
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que os nicleos da base de mamiferos e o complexo paleoestriatal de aves
desenvolvem um mesmo papel importante no controle de movimentos
(MEDINA & REINER, 1995). As vias subtelencefalicas relacionadas com o
CP de aves incluem projegdes de neurdnios do nucleo taldmico dorsal e
dorsomedial para o estriado. Estes ntcleos taldmicos se assememlham aos
nticleos intralaminares e médio de mamiferos. Além disso, o estriado recebe
aferéncias da por¢dio ventral do ntcleo tegmento pedunculopontino (TPc)
sobre o PA, e de neurbnios do nicleo anterior da ansa lenticularis (Ala)
sobre 0 PP. O nucleo anterior da Ala ¢ mais comparavel ao ndcleo
subtalamico de Luys, com bases nas conexfes aferentes e eferentes. Os
neurdnios da Ala recebem proje¢des do PP, a por¢do do telencéfalo de aves
mais similar ao globo pélido, e 0s neurbénios do PP, por sua vez, recebem
projecdes da Ala (BRAUTH et al, 1978). Isto se assemelha as relagdes
reciprocas existentes entre o globo palido e o niicleo subtaldmico de Luys em
mamiferos (CARPENTER & STROMINGER, 1966). Em mamiferos o
nucleo subtaldmico recebe proje¢Ses do globo pélido e por sua vez se projeta

extensamente para as células do segmento interno.
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A Tabela 1 sumariza as estruturas dos nacleos da base de

mamiferos relacionadas com o CP de aves descritos em diversos estudos

(CARPENTER et al, 1966; KARTEN et al., 1976; BRECHA ef al., 1976;

BRAUTH et al., 1978).

ESTRUTURA DO CEREBRO
(AVES)

ESTRUTURA HOMOLOGA
(MAMIFEROS)

EVIDENCIA DE COMPARACAO

PALEOESTRIATUM NUCLEG CAUDADO-PUTAMEN GRANDES CONCENTRACOES DE

AUGMENTATUM DOPAMINA E
ACETILCOLINESTERASE

PALEOQESTRIATUM PRIMITIVUM | GLOBO PALIDO (SEGMENTO RECEBE PROJECOES DO PA

EXTERNO)

ORIGINA A ANSA LENTICULARIS

NUCLEUS INTERPEDUNCULARIS | GLOBO PALIDO (SEGMENTO RECEBE AFERENCIAS DO PA
INTERNO)
CORTEX TEMPORO-PARIETO- NEURONIOS NEOCORTICAIS SE RECEBE PROJECOES DO PPE
OCCIPTAL PROJETAM SOBRE O CAUDADO- | CONTEM CELULAS
PUTAMEN DOPAMINERGICAS
N{ICLEO TEGMENTO SUBSTANCIA NEGRA (PARS PROJETA-SE SOBRE O PA,
PEDUNCULOPONTINO COMPACTA) CONTEM CELULAS
DOPAMINERGICAS
ANSA LENTICULARIS NUCLEO SUBTALAMICO DE LUYS | CONEXOES RECIPROCAS COM PP
Tabela 1: Sumirio das estruturas do cérebro de aves e seus

correspondentes em mamiferos.
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IV. OBJETIVOS

O papel funcional do telencéfalo de aves na organizaciio do
comportamento e da aprendizagem tem sido discutido em muitos estudos
que correlacionam lesdes neurais localizadas (GOODMAN & SCHEIN,
1974; RIEKE, 1980; SHIMIZU, 1994) ou ma_ssivas (BRUNELLI er al.,
1972, SILVA & FERRARI, 1991; TOLEDO & FERRARI, 1991; CERUTT]I,

1995) e analises de aprendizagem, meméria e comportamento.

Com base nas consideragBes apresentadas, o presente trabalho
pretendeu investigar as fungOes do complexo paleoestriatal sobre o
desempenho motor (locomog¢fo) e de aprendizagem (resposta de escolha
espacial), em pombos. Ao mesmo tempo, procurou-se determinar as
mudangas morfoldgicas ocorridas em diferentes momentos de recuperacio

pos-lesdo neuroquimica.
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V. MATERIAL E METODOS

V.1. Material

V.1.1. Sujeitos

Foram utilizados 39 pombos adultos, da espécie Columba livia, de
ambos 0s sexos, com peso médio de 300 gramas. Os animaijs utilizados foram
obtidos de fornecedores e mantidos em gaiolas viveiro individuais no Biotério
do Departamento de Fisiologia e Biofisica do Instituto de Biologia da
UNICAMP, durante um periodo de 14 dias para adapta¢do as condi¢des do
biotério, previamente aos testes experimentais. Os animais receberam 4gua e
ragdo ad libitum, constando esta ultima de quirera de milho, sementes de
girassol, farinha de ostra e complexo vitaminico (Vitagold, vitaminas B6 e

B12) e 4gua (ZANONI, 1982; FABICHAK, 1990).

Os animais foram distribuidos aleatoriamente nos seguintes grupos

(Figura 3):

- grupo normal: constou de dois animais que nfo foram submetidos
a cirurgia;

- grupo SHAM (lesido simulada - GS): constou de 18 animais que
receberam uma injegdo de 1 pl de tampdo fosfato 0,IM no complexo

paleoestriatal unilateral e, analisados em 1, 7 e 15 dias, de acordo com o

periodo de recuperacio pds-lesdo;

- grupo experimental (GE): constou de 19 animais que foram
submetidos a lesdo neuroquimica no complexo paleoestriatal unilateral

(receberam um volume de 10 pl de uma solug¢dio de IBO em tampdo fosfato
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SUJEITOS

n=239
GRUPO GRUPQ GRUPO
NORMAL SHAM EXPERIM.
n=72 n=18 n=18

G381 GS7 GE1 GEY
n=2 n= 146 = n=17
G815 GE15
n=8 n=g

Figura 3: Organograma de distribuicdo dos animais nos grupos SHAM (GS) e Experimental (GE),
com periodo de recuperagéo pds-leséo de 7 dias (GS7 e GE7) e 15 dias (GS15 e GE15). Os
grupos Normal, GS1 e GE1 foram utilizados somente para controle morfolégico.



0,1M, na concentracdo de 1 pg/ul), analisados em 1, 7 e 15 dias, de acordo

com o periodo de recuperagio pos-lesdo.

Dois animais de cada grupo Experimental e SHAM 1 dia e o grupo
normal ndo foram submetidos aos testes comportamentais, sendo utilizados

somente para analise morfologica.

V.1.2. Equipamento

A camara experimental consistiu de umé caixa de forma retangular
(50x50x115 cm), isolada acusticamente, iluminada com ladmpada fluorescente
de 40W e com porta frontal em vidro espelhado. O piso foi recoberto com
papel branco, com uma demarcagdo de 20 cm de distancia do final da pista até
os comedouros, a qual denominou-se de ponto de escolha. O papel branco foi
utilizado para facilitar o deslocamento do animal e a posterior limpeza da
caixa, apds o término de sua sessfio. Os comedouros foram colocados no
segmento final da caixa, sendo que um deles continha areia (disposto no lado
direito da caixa), e outro comedouro contendo alimento, recoberto com areia

(no lado esquerdo, proximo a porta espelhada; ver Figura 4).

Para as cirurgias de lesdio quimica no CP, foram utilizados aparelho
estereotdaxico DAVID-KOPF, modelo 1204, com adaptador KEVZIN para
pombos, broca de alta rota¢do (Atlante), material cirirgico geral, farmacos de
assepsia (&lcool iodado, salina 0,9 % ), anéstesico (xilazine+ketamine - Sigma
Co.), seringa Hamilton 10 microliter 701 (Hamilton Co.) e neurotoxina acido

iboténico - IBO (Sigma Co.).
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Figura 4: Esquema de medidas da caixa experimental e disposicéo dos comedouros nas
condigbes PRE, POS1 e POS3. A = comedouro com alimento; B = comedouro com areia;
C = linha de escolha; D = ponto de colocagéo do animal. As representagées em linhas

descontinuas indicam a disposi¢do dos comedouros na condigdo POS2 (reverséo 1).



Para a pesagem dos animais, realizada antes do inicio das sessdes
(peso inicial) e logo apés o término das sessdes (peso final), utilizou-se uma

balanc¢a comercial (Filizola).

As laténcias de locomog&o (L1) e de escolha (L2) foram registrados
com a utilizagdo de um crondmetro CASIO CHRONO SPEED TRAINER,

sendo que o mesmo registrava as duas laténcias.

As sessdes foram gravadas em filmes VHS BASF, através de cidmera
conectada a um video e monitor PANASONIC, que permitiram uma anélise

posterior das sessOes por outros observadores.

As caracteristicas posturais pods-lesfo foram fotografadas com a

utilizag8io de uma cémera fotografica YASHICA Zoomtec 2,1x power zoom.
V.2. Procedimento experimental

A analise foi feita por observacfo direta e sistematica (HUTT &
HUTT, 1974; DANNA & MATOS, 1986) em sessdes diarias (Figura 5), com
duragdo de até no miximo 15 minutos, ou até o animal apresentar a primeira
escolha. Apds a primeira escolha, correta ou incorreta, a sessdo continuava por
mais cinco minutos. A primeira escolha foi definida como a aproximacio e
bicar do animal em um dos comedouros. A escolha correta estava relacionada
com o bicar no comedouro com areia e alimento. Foram realizadas quatro
sessbes em cada uma das condigdes pré-cirurgia (PRE) e pos-cirurgia (POSI,
POS2 e POS3). A disposicio inicial dos comedouros era mantida nas
condi¢des PRE, POSI e POS3. Na condigio POS2, os comedouros foram
mudados para o outro segmento da caixa (reversio 1).. A condicio POS3

(reversfo 2) denotou a volta dos comedouros para a posi¢io inicial
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Figura 5: Esquema do procedimento experimental



V.2.1. Anilise comportamental nas condicées pré-lesio (PRE)

- As sessOes foram realizadas em uma sala de 4,0 x 3,0m, separada em
trés compartimentos por divisdrias (Eucatex), de modo que em um dos
compartimentos havia a caixa experimental, em outro compartimento continha
os aparelhos audio-visuais (video, televisdo) e, no terceiro compartimento
havia a cdmera, o marcador Berger AS 109) que sinalizava a cada 30 segundos.
Entre o compartimento A e B havia uma janela espelhada (50x50 cm), através
da qual foi possivel realizar as filmagens, a observagdo e impedir influéncia
visual externa sobre o compartimento que continha a cidmara experimental,

com o animal em teste (Figura 6).

A sessdo experimental consistiu na coloca¢do do pombo na caixa
experimental, com a cabega voltada para o centro da parede oposta aos
comedouros. Quanto o observador colocava o animal na caixa , iniciava-se a
cronometragem das laténcias € o nimero de comportamentos emitidos no
intervalo de tempo (a cada 30 segundos), possibilitando a andlise em categorias
ou classes de comportamentos. A laténcia de locomogdo significou o tempo
dispendido pelo animal a partir de sua colocago na cAmara experimental até o
ponto de escolha. A laténcia de escolha foi o tempo que o animal levava para
fazer a primeira escolha, dada pela primeira bicada em um dos comedouros,

correto ou incorreto.

Os registros dos comportamentos foram realizados para todos os
sujeitos, de acordo com as categorias comportamentais (movimentos gerais-
MOV, movimentos exploratorios-EXP, locomogdo-LOC, parado-PAR e
comportamentos de manutengdo-MAN, os quais foram subdivididos em comer
correto-CC e outros (limpar-se, defecar-se, comer incorreto), registrados numa
ficha individual (Apéndice 1), previamente descritas e definidas segundo o

catalogo de comportamentos de pombos (FERRARI, 1982).
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Figura 6: Desenho esquematico dos compartimentos onde foram
realizados os testes comportamentais. A: compartimento com a
caixa experimental; B: compartimento com a filmadora e o
programador automético de intervalos temporais; a linha tracejada
indica a janela de vidro pela qual se observava e filmava os testes
comportamentais; C: compartimento com monitor e video.



V.2.2. Procedimento cirurgico: acesso ao complexo paleoestriatal

O procedimento cirargico foi realizado de acordo com os
procedimentos de cirurgia experimental e de administragdo de drogas nos
animais, relatados em WAYNFORTH (1987). Os pombos foram anestesiados
com xilazine/ketamine, via intramuscular ( 0,1 mg/ kg , proporgio 1:1); e
colocados no aparelho estereotaxico. Os sinais de anestesia observados foram
auséncia do reflexo de endireitamento do pescogo e dos movimentos gerais,
observados pela hipotonia muscular; perda do reflexo corneopalpebral, testado

pela aproximagdo do examinador nos olhos do animal; supressdo aos estimulos

externos (GREEN, 1987).

As coordenadas do atlas estereotixico do cérebro de pombos
(KARTEN & HODOS, 1967) utilizados para localizagdo da estrutura lesada
foram AP: 0,88; L: 0,5 ¢ V: 0,73 abaixo da dura-mater. Antes da fixacfio do
animal foi estabelecido o ponto zero antero-posterior (AP) do aparelho, sendo
que a leitura do mesmo foi dada quando a ponta da seringa, fixada no suporte,
estava sobre a barra interaural. A seguir fixou-se o animal pela linha interaural,
fez-se uma assepsia cutidnea com 4lcool iodado na superficie previamente
tricotomizada, € com um bisturi realizou-se uma incisdo na linha média do
crinio, iniciando logo acima do nivel dos olhos. A pele foi afastada, removeu-
se o tecido subcutaneo até que fosse possivel visualizar a sutura sagital, e
colocando-se a ponta da agulha da seringa Hamilton a este nivel, estabeleceu-
se o zero lateral (L), e a partir desta sutura obteve-se o ponto lateral
experimental. Somando-se o zero AP, obtido anteriormente, com a coordenada
do atlas estereotixico, estabeleceu-se o ponto AP experimental. Com auxilio
da broca de alta rotagdo, realizou-se um orificio (trepanagdo) no ponto

demarcado na caixa craniana, que permitiu a exposicio da dura-mater.
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Utilizando-se um microscopio cirrgico e uma agulha com ponta curva,
retirou-se a dura-mater, direcionando-se a barra vertical até tocar o tecido
nervoso, definindo-se o zero vertical (V). A partir deste ponto somou-se a

coordenada do atlas e definiu-se 0 ponto da 4rea a ser lesada.

Utilizando-se uma seringa Hamilton, introduzida numa posicdo
perpendicular, injetou-se lentamente (5 min),um volume de 10ul de IBO (na
concentragdo de 1 ug/ul em tampdo fosfato 0,0M com pH 7,2-7,4),
intracerebralmente no CP unilateral, através do orificio previamente realizado,
sendo que a agulha foi mantida no local por 3 min. adicionais para evitar o
refluxo da solugdo ao longo da trajetdria da inje¢do e permitir a difusdo no
local da lesdo (KOHLER et al., 1879; RIEKE, 1981; BURES et al., 1983,
ANDREWS et al., 1994).

No grupo SHAM, o procedimento experimental para lesdes foi o
mesmo, exceto que foi injetado no CP unilateral um volume de 1 pl de tampéo

fosfato 0,1M, o mesmo veiculo no qual o IBO foi dissolvido.

Apos a cirurgia, realizou-se uma sutura local com fio de nylon
agulhado 3,0, utilizando-se de pontos continuos (sutura simples), assepsia local
com 4lcool iodado e inoculado 0,2 ml de benzetacil intramuscular (WYETH).
No periodo poés-operatorio (2 dias), os animais foram mantidos em gaiolas
individuais, em sala aquecida a 30 graus Celsius, com alimento e agua ad
libitum (POOLE et al, 1986) e avaliados com relag@o aos sinais neuroldgicos

(principaimente motares) e avaliagdo clinica geral pos-operatéria.

V.2.3. Anilise comportamental nas condices pos-lesiio (POS)

O mesmo procedimento para analise comportamental descrito na
fase PRE foi realizado nas condi¢des POS. Para os pombos do grupo 7 dias, o

reteste fol feito durante quatro sessdes, apds o periodo pds-operatério, com
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perfusdo no sétimo dia. No grupo 15 dias, o reteste foi realizado durante 12
dias, sendo quatro testes na condigéo POS 1, quatro testes na condicéo POS 2
(reversio 1) e quatro testes na condigio POS 3 (reversdo 2), com perfusio no
décimo quinto dia. Apos este procedimento todo o material foi levado para

processamento histologico e ultraestrutural
V.2.4. Anilise Histologica

V.2.4.1. Perfusio

Os animais foram anestesiados com hidrato de cloral (3 ml/100g de
peso do animal, na concentragfio de 0,1 g/ml de solugfo salina 0,9 %) e
imobilizados na mesa de perfusédo, adaptada a um lavatorio para escoamento de
sangue € das solug¢des que foram aplicadas no animal. Em seguida foi realizada
uma incisdo longitudinal bilateral ao longo da cartilagem peitoral. Com uma
tesoura cirargica, realizou-se uma toracotomia, expondo os 6rgfos da cavidade
toracica, identificando-se o ventriculo esquerdo e, inoculou-se 0,1 ml de
heparina (Roche). Logo ap6s introduziu-se uma cénula fina (agulha nimero
16) conectada ao sistema de perfusio, em diregdo 4 valvula adrtica e infundiu-
se 200 ml de salina 0,9 %. Ao mesmo tempo realizou-se uma inciso no atrio
direito para permitir o escoamento de sangue, salina e fixador. Quando o
liquido escoado estava claro, foi perfundido 300 ml de solugdo de formaldeido
10 % em tampéo fosfato, pH 7,2-7,4, quando no processamento do material
para a microscopia optica. No caso da analise ﬁitraestruturai (microscopia
eletrénica de transmissfo), foi utilizado como fixador 300 ml de solugdo
Karnovsky (glutaraldeido 2,5 % e paraformaldeido 2,0 %) em tampio fosfato
Sorensen 0,1M, pH 7,2 - 7,4 acrescido de 0,03 g de NaCl para 1,5 litros de
tampao 0,2M.
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V.2.4.2. Processamento para a Microscopia Optica

ApOs a perfusdo, os animais foram decapitados e seus cérebros,
removidos da caixa craniana e imersos em frascos demarcados contendo

solugdo fixadora e mantidos por aproximadamente sete dias na geladeira.

Posteriormente os cérebros foram lavados em 4dgua corrente por 24
horas. Para o processo de desidratagfo, seguiu-se o seguinte esquema: alcoois
50%, 70% e 95% (24 horas cada porcentagem), alcool 100% (trés trocas de 12
horas cada) e para diafanizagdo, utilizou-se xilol por 30 minutos. Apods este
periodo, as amostras foram retiradas do xilol e colocadas em 6leo de cedro e
mantidas por trés dias, em temperatura ambiente. Logo apds os cérebros foram

embebidos e incluidos em Paraplast Plus.

Os blocos de Paraplast foram cortados transversalmente na espessura
de 7 pm., montados em ldminas histoldgicas e corados pelo método de HE
(hematoxilina-eosina). Os cortes foram analisados em microscopio Optico

Zeiss e fotografados em fotomicroscdpio Zeiss.

V.2.4.3. Processamento para a Microscopia Eletronica de

Transmissao

Apos a perfusdo dos animais, seus cérebros foram colocados numa
placa de Petri parafinizada contendo fixador. Com auxilio do microscopio
cirfirgico, lamina de ago e pinga, o cérebro foi cortado no plano frontal numa
espessura de aproximadamente 2 mim e, apds, em fatias transversais de 1 mm,
das quais foram retirados fragmentos de 1 mm que continham 4reas de lesio.
Para os grupo SHAM os fragmentos foram retirados da drea do complexo
paleoestriatal, tendo como referéncia o atlas de pombos. Os fragmentos foram
colocados em frascos demarcados contendo solucdo fixadora e mantidos na

geladeira por mais ou menos 2 horas. Logo apds, os fragmentos foram lavados

32




em tampdo fosfato 0,1M, pH 7,0 a 4 graus Celsius durante uma hora e meis,
procedendo-se, neste periodo, trés trocas de 30 minutos cada. Realizada a
lavagem, os fragmentos foram colocados em solugdo de tetréxido de 6smio
(0s04) 2 % para uma pos-fixa¢do e mantidos por um periodo de trés horas, a 4

graus Celsius.

Posteriormente, os fragmentos foram lavados com agua bidestilada,
realizando duas trocas com 10 minutos cada. Como terceiro fixador e
contrastante foi utilizado acetato de uranila a 0,5 % em solugfio aquosa,
permanecendo overnight (periodo aproximado de 18 horas). A seguir, os
fragmentos foram lavados em A4gua destilada, com duas trocas de cinco

minutos cada.

Para o processo de desidratagdio, os espécimes foram submetidos a
uma série de etanol: 30 %, 50 %, 70 %. 90 % e 95 % (20 minutos cada

porcentagem) ¢ etanol 100 % (3 trocas de 20 minutos cada).

Com o objetivo de possibilitar a infiltracdo da resina os espécimes
foram banhados por uma solugcdo de 1:1 de alcool absoluto e oxido de
propileno (20 minutos) e 6xido de propileno puro (20 minutos) e mantidos 4 4

graus Celsius.

ApoOs este processo, os fragmentos foram transferidos para a solugdo
de infiltracdo, constituida pelo 6xido de propileno e resina, misturados em
diferentes proporc¢des (2:1, 1:1 e 1:2) e mantidos no rotor & temperatura
ambiente, por uma hora cada em cada propor¢do. A resina utilizada consistiu
de uma mistura de 15 g de Araldite, 12 g de DDSA, 0,9 g de DMP30 e 0,045
ml de dibutilftalato. Os frascos permaneceram abertos para que houvesse a
evaporagdo do oOxido de propileno. Numa ultima etapa do processo, os
fragmentos foram imersos em resina pura e mantidos por uma hora numa

estufa a 37 graus Celsius. Na etapa posterior, os fragmentos foram retirados
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dos frascos e incluidos em moldes de silicone, previamente demarcados,
contendo resina pura e transferidos para a estufa 60 graus Celsius por 4 dias

2

para que ocorresse a completa polimerizagio da resina.
V.2.4.4. Obtencio e Observacio dos Cortes Semifinos

Os blocos de resina contendo os fragmentos do CP foram aparados
com ldminas de ago, de modo a originar uma superficie trapezoidal de corte,

eliminando areas de resina desprovidas de material.

Os cortes semifinos foram obtidos em ultramicrétomo LKB
Ultratome 1II, com a utilizacdo de navalhas de vidro. Os cortes foram de 0,5
um de espessura, sendo coletados em laminas histolégicas, sobre uma gota de
agua. O excesso de dgua foi removido com papel filtro milipore. As laminas
foram transferidas para a estufa 37 graus Celsius, por uma hora, para que
houvesse uma adequada distensdo e aderéncia dos cortes. A seguir os cortes
foram corados com azul de toluidina 0,5% em borato de sédio 5% por mais ou
menos 1 minuto, estando as ldminas em placa aquecida. As l1dminas foram
lavadas rapidamente em agua destilada e mantidos & temperatura ambiente

para a secagemnl.

Os cortes foram examinados em microscopio 6ptico Zeiss e
fotografados em fotomicroscopio Zeiss. Através da observacdo destes cortes

foram selecionadas as 4reas de interesse para a obtencéio dos cortes ultrafinos.
V.2.4.5. Obtencio e Observacio dos Cortes Ultrafinos

Os blocos selecionados através da andlise dos cortes semifinos foram
cortados no ultramicrétomo anteriormente citado, com navalha de diamante,
obtendo-se secg¢des de aproximadamente 60 nm de espessura. Os cortes foram

coletados em telas de cobre de 200 “mesh” e contrastados em solucdo de
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citrato de chumbo (O2 sensivel) a 0,2% em hidréxido de sédio 1N (VENABLE
& COGGESHALL, 1965), por 5 minutos a temperatura ambiente,

Posteriormente as amostras foram observadas e fotografadas ao
microscopio eletrénico de transmissdo Zeiss, modelo EM 952, operado a 60

KV. As fotomicrografias foram obtidas com filmes Kodalith.

Nao foi realizado controle toxicologico para se verificar provaveis
alteragdes histopatologicas provocadas pelo IBO durante a sua metabolizacio e

excregdo.

Todo procedimento experimental foi registrado em um protocolo de

experimento (Apéndice 2).
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V1. ANALISE ESTATISTICA

Para fins de avaliagdo da significincia estatistica dos dados
coletados, foram realizadas comparagdes intergrupos entre as condigcdes PRE e
POS1 para se analisar o efeito da lesdo sobre a locomogfo e a resposta de
escolha alimentar. O efeito da reversio sobre estes comportamentos foi
comparado entre as condigdes PRE e PGSI, POS2 e POS3, por meio de analise

intragrupos.

Os dados de laténcias de locomocdo (L1), de escolha (L2) foram
analisados pelo Teste da Mediana, por se tratar de um teste nio-paramétrico,
ndo sendo tdo drasticamente afetado por valores extremos (CONOVER, 1971;
SIEGEL, 1975; WAYNE, 1994) e por melhor representar um conjunto de
dados (BOX et al., 1978; WAYNE, 1994). A porcentagem de escolha correta
foi calculada pelo total de respostas corretas dividido pelo total de tentativas
nas quais ocorreram uma resposta (correta ou incorreta). Os dados foram
analisados utilizando-se a analise de varidncia (ANOVA) e as diferencas foram

consideradas significativas para valores de P<0,05.
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VII. RESULTADOS

Os dados foram organizados considerando-se a anélise

comportamental e a analise morfoldgica.
VIL1. Comportamental

Em comparagdo com a postura de um pombo sem intervengio
cirargica (Figura 7A) e de um animal com les8io simulada (Figura 7B), os
distirbios posturais mais frequentes nos animais com lesfio quimica foram:
encolhimento do corpo, base alargada, apoio parcial do pé contralateral a
lesdo, rotagdo corporal para o lado contralateral a lesdo (Figura 8A-B), além
de base alargada e alteragdes de equilibrio observadas, principalmente,
quando o animal deambulava na gaiola ou quando subia no comedouro. O
animal lesado apresentava uma flexfo da cauda a aproximadamente 90 graus
quando em situacdo de manutengfo do equilibrio. Os animais lesados com a
neurotoxina nio apresentaram nenhum sinal de alteracbes de tonus e crises

convulsivas.

Os dados comportamentais analisados no presente trabalho foram
referentes as laténcias de locomog&o (L1) e escolha (L2) e porcentagem de

escolha correta, para cada sessdo e cada condicio.
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Os dados de mediana como medida de laténcias, foram
representados em diagramas tipo box-and-plot (WEISS, 1989). A metade
superior do bloco representa o quartil superior (QS) e a metade inferior o
quartil inferior (QI), a linha horizontal que separa ambos os quartis
representa a mediana. Os circulos abertos, denominados de pontos externos,
sdo valores que estdo entre uma e uma vez e meia a diferenca dos quartis,
além destes. Os circulos cheios, chamados de pontos soltos, sdo valores que
estdo além de uma vez e uma vez é meia a diferenca dos quartis (DACHS,

1980).

O efeito da lesdo sobre as varidveis foi analisado nos grupos
SHAM e EXPERIMENTAL somente entre as condigdes pré e pos-lesio de

todos os animais (Apéndices 3-10).

A andlise do tempo de locomogdo (L1) nas diferentes condicdes
pré e pos-cirurgia indicou aumento na velocidade de locomogdo em fungio
do treino, com valores de laténcia gradualmente menores a cada sessio.
Comparagdes entre os grupos nfdo mostraram diferencas significativas na
condi¢do PRE e nem na POS (p>0,05). Portanto, os dados nfo evidenciaram

alteragBes na laténcia de locomog#o em fungdio da lesdio neural (Figura 9).

A laténcia de escolha entre os comedouros (L2) diminuiu entre a
primeira e a quarta sesso de treino nas condi¢des PRE e POS, com valores
estatisticamente equivalentes para ambos os grupos (p>0,05). A comparacio
entre a quarta sessdo da condi¢io PRE e a primeira da condicdo POS para 0s

animais lesados mostrou aumento nos valores de L2 (p<0,05) (Figura 10).
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Ao mesmo tempo em que as laténcias de locomog¢do e de escolha
diminuiram em func¢éo do treino, observou-se que a porcentagem de escolhas
corretas aumentou, atingindo niveis proximos de 100%, para ambos os
grupos (p>0,05). Na condig¢do PRE, e na condig¢io POS, o indice de escolha

correta manteve-se acima de 90% (Figura 11).

Para se analisar o efeito da reversio sobre a aprendizagem,
comparou-se o grupo SHAM e EXPERiMENTAL 15 dias, analisando o
desempenho dos animais nas diferentes condigdes, dando relevincia aos
dados que mostram os valores obtidos entre as condi¢gdes POS1-POS2

(reversdo 1) e POS2-POS3 (reverséo 2) (Apéndices 1 I-18).

Comparagdes entre as condi¢gdes PRE e POS1 nfo mostraram
diferencas significativas entre os grupos com relagfio a valores de laténcia de
locomogido (L1) (p>0,05). Os animais-controle SHAM mostraram aumento
significativo nos valores de L1 (Figura 12) na primeira sessdo da condigfo
POS2. E interessante notar que, apesar disso a dispersio dos dados em
relagio ao valor mediano foi menor para o GS nas demais sessdes da
condi¢do POS, quando comparado com o GE, como visto pelos valores dos
quartis ¢ pela distribui¢do dos pontos soltos e externos. Os animais lesados
mostraram valores de 1.2 (Figura 13) significativamente maiores na primeira
sessdo da .condigﬁo POSI1, em comparagio com a Ultima sessio PRE e com

as outras condi¢des POS (p<0,05).

Os indices médios de acerto de escolha (Figura 14) tiveram um
aumento acentuado a cada sessdo da condigio PRE e POS, com sobreposicdo
das curvas dos dois grupos (p>0,05). A comparagdo da quarta sessdo da

condi¢do anterior e a primeira da condi¢io seguinte (PRE-POS1, POSI1-
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POS2 ¢ POS2-POS3) se correlacionam com uma menor porcentagem de
escolhas corretas, mais evidente na condigio POS2 para o GS15. Na
transi¢io das condigdes POS2-POS3 nio se observaram alteragdes no indice
de acerto para o GS15. Contudo, o GE15 apresentou um decréscimo de cerca
de 30% no indice de acerto da primeira sessio da condi¢io POS3, em relagio

4 quarta sessdo da condi¢io POS2.
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VII. 2. Morfolégico

Os resultados relacionados com a morfologia foram apresentados
iniciando-se pelo aspecto e distribui¢io dos elementos nervosos do
complexo paleoestriatal (CP) de pombo normal (controle), avaliada através

de cortes em parafina & microscopia optica e analise ultraestrutural.

A seguir foram apresentadas as caracteristicas morfoldgicas dos
CP dos animais do GS 7 e 15 dias, apos a inje¢do de 1u/ de veiculo 0,1M.
Posteriormente, foram apresentados os resultados dos animais do GE, apés a
injecdo de IBO. Tais aspectos foram mostrados cronologicamente, sendo
descritas as alteragdes celulares e do espago extracelular, relacionadas com a
necrose ou morte celular; e da bainha de mielina, compativeis com o

processo de desmielinizagéo, induzido pela neurotoxina.

VIL 2. 1. Observag¢des morfologicas do CP dos animais normal

e SHAM

A andlise estrutural a microscopia Optica, através de cortes em
parafina e colora¢do HE demonstrou uma distribuigdo normal dos elementos
Nervosos, .ou seja, 0S corpos neuronais estavam regularmente distribuidos
entre as fibras nervosas (Figura 15). Quando observado através do
microscopio eletronico de transmissdo, o CP apresentava neurbnios com
nicleos, geralmente centrais, com dispersio regular da cromatina e nucléolo
evidente. O citoplasma mostrava-se com muitas mitocOndrias, reticulo
endoplasmatico rugoso, ribossomos livres e alguns lisossomos (Figura 16).
As células da glia podiam ser diferenciadas em astrécitos e oligodendrécitos
pelas caracteristicas inerentes a cada uma. O oligodendrocito mostrava um

citoplasma eletrodenso, o que tornava suas organelas pouco evidentes.
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Figura 15: Fotomicrografia de regido do complexo paleoestriatal de um pombo
sem lesdo, mostrando a organizacdo estrutural normal. Observe a conformagio
e distribui¢do dos corpos neuronais (seta) entre as inumeras fibras nervosas e os
nticleos das células gliais. HE. 280X.




Figura 16: Ultraestrutura do CP de um animal normal, evidenciando o aspecto
homogéneno do tecido e onde se véem um neurbénio (N), 3 oligodendréeitos
(0), astrécito (A) e fibras nervosas (fn). Note o padrio da cromatina da célula
nervosa com aspecto granular; dos oligodendrécitos com distribuicdo mais
compactada e do astrécito onde a cromatina se apresenta condensada apenas
proximo ao envelope nuclear. 7590X.




O nucleo possuia cromatina compactada subjacente & membrana
nuclear, ¢ um ou dois nucléolos com cromatina agregada. Os astrécitos
possuiam relativamente pouco citoplasma, o qual era eletrolucente,
permitindo uma boa visualizag¢@o das organelas. Tais células apresentavam o
complexo de Golgi bem desenvolvido, mitocondrias e feixes de
mioﬁlamehtos, que as caracterizavam. O nicleo dos astrocitos era grande e
de contorno irregular e, exceto pela fina faixa de cromatina condensada
proximo a membrana, o nicleo apresentava-se claro com cromatina dispersa
homogeneamente (Figura 16). Aliado a essas populagdes celulares, o tecido
nervoso mostrava ainda fibras nervosas mielinicas com estrutura normal. O
axoplasma claro, apresentava muitos neurofilamentos, microtibulos e
mitocdncrias circundados pela bainha de mielina bem preservada (Figura
16). As areas de contatos sinapticos do CP mostravam morfologia
caracteristica com os terminais axdnicos apresentando vesiculas sinapticas

de aspecto regular, ¢ de forma arredondada, geralmente caracteristica de

sinapses excitatorias. Estes terminais faziam sinapse com os dendritos que

apresentavam esparsas mitocondrias e micretiibulos (Figura 17).

Os animais do GS constituiram-se de um grupo controle adicional

para verificacdo de possiveis alteracGes decorrentes de trauma mecinico
induzido pela inje¢do da droga. Neste grupo de animais a estrutura do tecido
nervoso mostrava-se normal para o GS7, mas a regifo correspondente ao
trajeto da agulha apresentava alteragdes claramente indicativas de trauma

mecanico, € na area onde a solugdo salina foi-injetada podia-se observar

perdas de tecido nervoso (Figura 18).
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Figura 17: Micrografia eletrénica de tecido nervoso normal evidenciando
alguns contatos sindpticos. Observe a distribuicio homogénea das vesiculas
sinapticas nos dendritos (ID) e terminais axonicos (At), com forma esférica,
pequenas e simétricas. 13.824X.




Figura 18: Fotomicrografia do CP de um animal com les#o simulada do grupo 7
dias. Nio se observam alteragbes estruturais do tecido nervoso, exceto uma
pequena rarefacdio ao longo do trajeto da agulha (1j) e um infiltrado inflamatério

discreto no local da lesdo. No ponto onde a solugfio foi injetada ha perda de
tecido (*). HE. 150X.




O restante do tecido era normal e assemelhava-se
morfologicamente aos controle. Essa observaggo foi idéntica para os animais
sacrificados apds 1, 7 e 15 dias da inoculacdo, com exce¢do de maior

presenca de células inflamatérias aos 1 e 7 dias.

As caracteristicas de normalidade foram confirmadas a
microscopia eletrénica. A ultraestrutura do tecido nervoso do CP dos animais
do GS7 apresentou-se normal em area ndo circunscrita ao trajeto da agulha
com ax0nios integros, auséncia de espagos intercelulares, neur6nios e células
da glia com aspecto normal. No entanto, na area que sofreu a acdo mecénica
foi possivel observar a interface entre a area do tecido nervoso em
degeneragdo, com fibras nervosas desmielinizadas, e uma area mais
preservada, onde o trauma causado. pela agulha foi menos intenso (Figura

19).

Estes resultados também foram observados no CP de pombos do
GS15. A regifio do tecido nervoso fora do trajeto da agulha apresentava-se
dentro dos padrdes de normalidade estrutural e ultraestrutural do tecido,
enquanto na regifo do trajeto da agulha ogserVQVa—se um quadro anormal,
porém de menor gravidade em comparac&o com as alteragdes observadas nos
animais do GS7. Estes resultados parecém indicar que houve reparagido

tecidual nos animais do GS15 (Figura 20).
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Figura 19: Micrografia do mesmo animal da figura anterior, porém focalizando
uma area lesada pelo trajeto da agulha. Observe que ha axénios desmielinizados
e edemaciados (a) e outros em processo de desmielinizagdo (b). H4 aumento do
espaco extracelular, onde se podem notar restos membranosos (provavelmente

da bainha de mielina) e mitocondrias livres, além de rarefagfo axoplasmatica.
13.824X.




Figura 20: Area que corresponde 3 margem do trajeto da agulha, em tecido
nervoso de um animal do GS15. Observam-se alguns axdénios com
afrouxamento das lamelas de mielina, um capilar sangiiineo (cs) com a célula
endotelial (E), um astrocito ndo reativo mais denso (A) e um oligodendrécito
(0). 5.280X.




VII. 2. 2. Aspecto histologico das lesdes 24 horas apés a injecio

da neurotoxina (1BO)

Os efeitos da injegdo da neurotoxina, observados apés 24 horas
(Figura 21), atingiram nfo somente o INP, correspondente ao globo palido
dos mamiferos, mas também as regides do PP e PA, correspondentes ao
nicleo estriado e 4reas circunscritas ao complexo paleoestriatal

{ectoestriado).

O aspecto e extensdo da lesdo apos 24 horas revelou extensa drea
de perda tecidual acompanhada por hemorragia (Figura 22). As bordas da
lesdo apresentavam vacuolos com evidente aumento do espago extracelular,
acompanhada por degeneragdes neuronais, das fibras nervosas e das células
da glia. Além disso, as margens da lesdo apresentavam abundante infiltrado
inflamatério (Figura 23A e 23B). Estas alteragcOes parecem ser compativeis
com o estado de espongiose (status spongiosus) do tecido nervoso frente a

neurotoxina.

A andlise ultraestrutural do ‘éent}:g da lesdo mostrou padrdes de
reagbes citologicas que caracterizarlnﬁ a cromatdlise (desagregacdo da
substidncia de Nissl), caridlise (rarefagdo do conteido nuclear, com
manutencdo ou ruptura do envelope nuclear) e picnose (condensacio e
redugdo do tamanho da célula ou de seu nucleo, geralmente acompanhada

por hipercromatose) (Figura 24).
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Figura 22: Aspecto microscopico da lesdo 24 horas apds a lesdo neuroquimica.
Observe extensa lacuna () pela perda de tecido nervoso, em cuja periferia, este
se apresenta com caracteristicas de estado espongidtico. HE. 53X.




Figura 23: Detalhe da figura anterior (A), focalizando a borda do centro da
lesdo. Observe o estado vacuolar que caracteriza a espongiose do tecido
nervoso, correspondendo ao aumento do espaco extracelular, edema axonal e
dissolugdio da lamela de mielina, além do aumento da celularidade decorrente da
reacdo inflamatoria local. Em maior aumento, observamos a mesma area de
espongiose com grande namero de vacliolos por aumento do espaco
extracelular. Veja infiltrado linfocitario (B). HE. 385X; 600X, respectivamente.




Figura 24: Micrografia eletronica de regifio do CP de um pombo 24 horas apés
a injecdo de IBO. Observe célula com fragmentacdo, marginagio da cromatina,
nicleo em posicdo excéntrica e ruptura do envoltorio nuclear (seta),
caracterizando o estado de cariorréxis e cromatolise. As fibras nervosas (fh)
estdo degeneradas, algumas bastante edemaciadas e com diminui¢do da
espessura da bainha de mielina. H4 também rarefacfo axonal (@), que confere ao
axoplasma uma dispersdo de seus constituintes. 5.775X.




As fibras nervosas apresentavam heterogeneidade no tamanho,
decorrente do grau de edema intraxonal e mais raramente periaxonal,
acompanhados de rarefagio axoplasmatica (Figuras 25 a 27).
Concomitantemente observaram-se restos de mielina provenientes da
degeneracdo das lamelas mais internas (Figura 25) ou das camadas mais
externas (Figura 26). A Figura 27 mostra em maior detalhe os efeitos
neurotdxicos que levaram ao aumento do espago intercelular, a

desmieliniza¢do e a degenerago axonal e neuronal.

A acdo neurotéxica do IBO afetou drasticamente tanto os
componentes intranucleares como citoplasmaticos dos neurbnios e células
da glia. Houve diminui¢do ou desaparecimento do reticulo endoplasmatico
rugoso, ribossomos e complexo de Golgi, muitas vezes, deixando a célula
irreconhecivel. As mitocOndrias foram particularmente afetadas exibindo
edema intenso, alterag@o do padrio das cristas e degeneracéo eletrodensa da

matriz mitocondrial (Figura 28).

Também foram observadas alteragdes nos terminais sinapticos,
sugerindo estdgios de degeneragio eletrolucente, caracterizado por um
citoplasma com aspecto rarefeito, redugdo do nimero de vesiculas sinapticas,

as quais se encontravam pleomorficas (‘faménhos diferentes) (Figura 29).
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Figura 25: Micrografia eletronica evidenciando aumento expressivo do espago
extracelular, tumefagio e rarefagdio do contetido axonal (*), com formacgio de
vactiolos internos (vi), provenientes da degeneracfio lamelar interna. A
degeneragdo mitocondrial (md) € evidente. 13.824X.
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Figura 26: Outro aspecto das alteragles ultraestruturais causadas pelo IBO.
Observam-se neurdnio com completa perda citoplasmatica, nlcleo cariolitico
(NC), fibras nervosas de diferentes didmetros @k), evidenciando os graus de
edema , algumas com vactolos externos, resultado da fragmentacio das
camadas mais externas da bainha de mielina. Note a presen¢a de um astrocito
(A) ao redor do capilar (cs). 5.280X"
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Figura 27: Detalhe da figura anterior. Fibras nervosas degeneradas (&), com
perda do contetido axonal, e envoltas por uma fina bainha de mielina, processo

citoplasmatico astrocitario (seta), ao redor do capilar; vactolo interno (vi).
13.824X.




Figura 28: Centro da lesdo com degeneracfio severa do tecido. Observe uma
célula com rarefagfo citoplasmatica, nicleo picnético, com perfil altamente
convoluto ou multilobular, mitocondrias eletrodensas e tumefeitas (mt) com
baloneamento das cristas e separacdo das membranas externa e interna do
envelope mitocondrial, formando uma bolha na parede (seta). 5.280X.




Figura 29: Area do CP evidenciando alguns contatos sinapticos anémalos (seta),
devido a dispersfio das vesiculas sindpticas. As mitocdndrias se encontram
tumefeitas (mt), vesiculas sindpticas polimorficas e pigmentos de lipofuscina
(If). 13.824X.
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VIL2.3. Observacoes 7 dias apos a lesdio quimica

A analise histopatologica efetuada em secgBes plasticas coradas
com azul de toluidina, mostraram alteracdes semelhantes as observadas nos
animais do grupo que foi sacrificado 24 horas apés a inoculagdo do acido
iboténico. Entretanto, do ponto de vista de extensdo da lesdo, havia,
aparentemente um grau de regressdo. Da mesma maneira, o estado
espongidtico apresentava-se diminuido e as regifes distantes do ponto

central da lesdo apresentavam estrutura normal (Figura 30).

A andlise através da microscopia eletrénica confirmou os
resultados observados & microscopia oOptica. Qualitativamente as alteragOes
morfoldgicas foram semelhantes as lesdes observadas apos 24 horas da acdo
neurotdxica: necrose neuronal, edema axonal, desmielinizagdo e aumento do
espaco intercelular (Figura 31). Em decorréncia da degeneracfio das fibras
nervosas e dos corpos de neurdnios, areas do tecido nervoso ficaram
desprovidas de elementos estruturais dando origem aos espa¢os ¢ lacunas
que caracterizam espagos extracelulares aumentados (Figura 32). Por outro
lado, neste periodo ndo se obser\'fou'réi:hiéi’inizagéo pelos oligodendrécitos.
No entanto, astrocitos, aparentemente reativos puderam ser vistos
ocasionalmente. Esses astrécitos mostravam citoplasma amplo, circundando
os capilares do complexo paleoestriatal. Intrigantemente, tanto a microscopia
optica, quanto & eletrénica nfo foram observados macréfagos reativos
(Figura 32). Com relagfio aos contatos sindpticos verificou-se que em alguns
terminais axbnicos o nUmero de vesiculas sinapticas estava diminuido,
enquanto em oufros estava aparentemente noﬁnal. Entretanto, tanto os
terminais axoOnicos quanto os derdritos, estavam bastante edemaciados
(Figura 33).
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Figura 30: Fotomicrografia do tecido nervoso 7 dias apds a leséo neuroquimica,
mostrando alteracdes semelhantes aos animais de GEI, porém o estado

espongidtico apresentava-se com menor intensidade. Note algumas areas com
estrutura normal. HE. 51,2X. 600X.




Figura 31: Fotomicrografia eletrdnica do tecido nervoso de um animal do GE7,
Observam-se alteracdes como aumento do espago extracelular, degeneragfo
neuronal, vactiolos citoplasmaticos (vc), mitocondrias tumefeitas, dispersdo dos
ribossomos, nticleo com fragmentagdo da cromatina e cariorréxis. Note também
o edema axonal e fragmentacfo da mielina, dando origem a diversos perfis
membranosos (Pm) e vactiolos axonais externos (ve) e internos (vi). 5.280X.
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Figura 32: Fotomicrografia eletrdnica evidenciando detalhe do severo edema
axonal com a fragmentacdo da mielina k), mesmo 7 dias apds a lesdo
neuroquimica. Note a presenca de um astrocito reativo (A) em relagdo com o

capilar (cs). 5.280X.




Figura 33: Area do CP evidenciando contatos sinépticos andmalos (seta), sendo
que em alguns contatos pode-se observar disperséo e/ou rarefagdo do niimero de
vesiculas sinéapticas (vs). 13.824X.




VIL2.4. Observacdes 15 dias apos a lesiio quimica

A analise de secgdes histologicas evidenciaram alteragGes
similares as observadas no CP de pombos apds 7 dias de agdo neurotoxica
produzida pelo 4cido iboténico. Em um animal foi observado, além da lesdo
causada pelo trauma mecénico da agulha, perda de parte do tecido nervoso,
no ponto onde o agente neurotoxico foi injetado (Figura 34). Entretanto,
como pode-se observar na figura, as margens da lesdo ndo apresentavam

vacdolos que caracterizam o estado espongidtico.

A microscopia eletronica a regido dos contatos sindpticos
mostraram um aspecto muito interessante nos terminais axOnicos que se
apresenta\}am com vesiculas sindpticas aglutinadas, a semelhan¢a de uma
organizacao paracristalina (Figura 35). Entre as vesiculas, podia-se observar
um material eletrondenso, que parecia ser o responsavel pela aglutina¢do das
vesiculas sinapticas Os dendritos foram pouco visiveis ou se encontravam
edematosos. A eletrondensidade das mitocOndrias também era evidente,
indicando que o suprimento energético poderia estar prejudicado, embora as
alteracdes mitocondriais fossem menos 'é&identés em relacdo aos grupos

anteriores (Figura 36).

A analise ultraestrutural pérmitiu comprovar também que o tecido
nervoso da regifo do CP apresentava-se com um grau de reconstitui¢do apos
15 dias da lesdo neuroquimica. Os neurdnios, embora apresentassem sinais
de degeneragfio, podiam também mostrar sinais de recuperagdo com
recomposi¢io do reticulo endoplasmatico rugoso e do aparelho de Golgi,
além do aumento do numero de ribossomos livres (Figura 37). As

mitocOndrias continuavam com a matriz eletronlucente e volumes muito
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aumentados. Estas organelas mostraram ser as mais susceptiveis a agdo
neurotoxica da droga, sendo as primeiras a reagirem, e possivelmente as
ultimas a se recuperarem. Aparentemente os naicleos continuavam anormais,
mesmo apés 15 dias, o que podia ser constatado pela pobreza de cromatina e
nucleoplasma lucente (Figura 37). Pode-se observar, em algumas regides,
alguns axonios desmielinizados ¢/ou degenerados, em torno dos quais pode
ser observado um oligodendrécito, cuja eletrondensidade citoplasmatica
estava diminuida, reticulo endoplasmético granular e ribossomos livres
desenvolvidos, além de mitocondrias normais, indicativas de célula ativada
(Figura 38). Nas regides de desmielinizacfio, junto as fibras, era comum
observarem-se fragmentos de axoplasma, prévavelmente oriundos da

degeneracdo toxica axonal, que levou a perda de partes da fibra (Figura 38).
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Figura 34: Fotomicrografia do CP de pombo 15 dias apds a injecdo de IBO.
Pode-se notar que ndo ha o aspecto vacuolar que caracteriza o estado
espongiodtico. HE. 600X,




Figura 35: Area lesada apds 15 dias da inje¢io de IBO, mostrando contatos
sindpticos andémalos, com degeneragdio eletron-densa caracterizada pela
aglutinacfo (grumos) e aumento da eletrondensidade das vesiculas sinapticas
(setas), aumento do espaco extracelular @®. 4.320X.
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Figura 36: Fotomicrografia eletrénica do tecido nervoso evidenciando terminais
nervosos (tn) tumefeitos e depletados de vesiculas sindpticas e com perda da
conformagédo estrutural dos contatos sinapticos. 13.824X.




Figura 37: Outro aspecto ultraestrutural das reagdes celulares, apds 15 dias de
injecdo da neurotoxina. Note que o citoplasma apresenta-se com aspecto
anormal com dispersdo das mitocondrias edematosas (me) e outras degeneradas
(md), estas formando varias membranas em espirais (seta menor). Ha ruptura da
membrana plasmatica (seta maior). 13.824X.
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Figura 38: Fotomicrografia eletrénica do CP de um animal 15 dias apés a lesdo
neuroquimica. Observe que persistem o aumento do espago extracelular(*),
axOnios desmielinizados (A1), as vezes bastante edematosos (A2) e outros com
degeneracfio intra-axonal e da bainha (A3). Varios fragmentos (fg) de fibras
nervosas se encontram dispersos, correspondentes as por¢des desmielinizadas
dos axdnios afetados. Ao centro nota-se um oligodendrécito (O) com alteragdes
citoplasmaticas indicativas de ativagdo celular. 13.824X.




VIIL DISCUSSAO

O presente estudo analisou correlatos comportamentais e
morfologicos de lesdo quimica unilateral no complexo paleoestriatal (CP) de

pombos (Columba livia).

Os resultados demonstraram que os animais com lesdo quimica
unilateral no CP apresentaram altera¢des comportamentais relacionadas com
o eqililibrio e a postura, de cardter transitério. No primeiro dia apés a lesdo
neuroquimica foram observadas alteragles posturais, tais como
encolhimento corporal, inversdo do pé contralateral a lesdo, base alargada,
alteracdes " de eqiiilibrio e tremores corporais. Mesmo 7 dias apés a lesdo
houve persisténcia do encolhimento corporal, porém nio tdo evidente em
relagdo ao grupo anterior, e ndo se observou tremores e alteracdes de
equilibrio. Apés 15 dias, os padrdes posturais e de equilibrio foram
semelhantes aos dos animais normal e SHAM. A auséncia de alteracdes de
tonus e crises convulsivas poderia ser seria decorrente do fato do IBO
apresentar uma rapida decarboxilacfio intracerebral para muscimol, um
agonista gabaérgico, que diminui as propriedades neurotdxicas, evitando
assim danos neurais de maior gravidade. Poderia-se também aventar que a
concentragdo de IBO utilizada tenha sido insuficiente para acarretar tais
efeitos, ao contrario dos resultados obtidos por SCHARWZ et al. (1979) ¢
ANDREWS et al. (1994).

Similarmente ao que ocorre em lesdes nos nucleos da base de
mamiferos (DIVAC et al., 1978; WUERTHELE et al., 1978; KOHLER et
al., 1979; PORCEDU et al, 1979; SILBERGELD & HRUSKA, 1979),
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nossos dados parecem indicar que lesSes no complexo paleoestriatal de
pombos podem acarretar alteragdes motoras. Utilizando injecdo de acido
kainico (KA) no complexo paleoestriatal de pombos, RIEKE (1980)
observou .distirbios motores que incluiram movimentos involuntarios
irregulares da cabeca, distirbios da postura, rotagdes rapidas para o lado da
lesdo, porém sem alteracdes de tonus muscular, correlacionados com
extensos danos no paleoestriatum primitivum e nucleus interpenducularis.
RIEKE (1981), utilizando o mesmo método de lesdo verificou a analogia
entre o nacleo espiriforme lateral e nicleo tegmento pedinculo-pontino pars

compacta de pombos e a substéncia negra de mamiferos.

As andlises referentes a laténcia de locomoc@io mostraram uma
diferenga significativa entre os grupos SHAM e EXPERIMENTAL, apenas
na condigio POS2, ou seja, na reversio 1. Os animais desse grupo
apresentaram laténcias maiores em relagdo ao GE15 (P<0,05). Os dados
indicaram que houve um efeito da mudan¢a do ambiente experimental,
caracterizada pela situac@o de reversio dos comedouros para o lado oposto
da caixa experimental, sobre o desempenho do GS. Provavelmente, em
decorréncia da mudanca espacial do ambiente experimental, os animais do
GS necessitaram de um novo processamento para a nova representagio

espacial do ambiente, resultando nesse aumento de laténcia de locomogdo

(L1).

Na analise dos efeitos da lesdo sobre a aprendizagem espacial e de
escolha alimentar, observou-se que os animais lesados mostraram diferencas
significativas (p<0,05) para a laténcia de escolha (L2) entre a ultima sessdo
PRE e a primeira POS. Estes dados sugerem um efeito transitorio da lesdo

sobre o desempenho na situa¢do de reteste, porém parecem indicar que a
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lesdo ndo afetou a capacidade de aprendizagem, pois os animais voltaram a

mostrar um desempenho semelhante ao apresentado na condigfo pré-lesdo.

No presente trabalho utilizamos como local de lesdo o complexo
paleoestriatal de pombos, por ser considerado como uma estrutura
correspondente aos ntcleos da base de mamiferos, pela semelhanca
estrutural e, possivelmente, funcional. O PA parece ser homodlogo ao
complexo caudado-putimen, o PP ao globo palido externo (Gpe) ¢ o INP ao
globo palido interno (Gpi) (ARIENS-KAPPERS et al., 1967; PARENT et
al., 1970; KARTEN et al., 1973; COHEN et al, 1974). O nicleo anterior da
ansa lenticularis (Ala) parece ser uma estrutura mais comparavel ao nucleo
subtalamico e o nucleo tegmento pedunculopontino (Tpc) & substincia negra

pars compacta (SNc) (CARPENTER et al.,1966; BRAUTH et al., 1978).

Considerando-se que a programacfo do comportamento motor
deve necessariamente levar em consideragdo as condi¢des ambientais em que
o comportamento ocorre € nas quais deverfio ser eficientes, o contexto
ambiental adquire importdncia fundamental nessa programacio.
MOGENSON et al(1980) propbs que o estriado ventral deve ser uma
estrutura central no controle da acdo, refletindo uma integracdo limbico-
motora (BALLEINE & KILCROSS, 1994). O modelo de fungdes
comportamentais e do processamento de informagdes realizados pelo sistema
limbico-nlcleos da base de GRAY (1995), pode representar uma tentativa de

elucidar os resultados obtidos no presente trabalho.

O sistema limbico-nucleos da base (SLNB) relaciona-se
diretamente com mecanismos que parecem ser utilizados para a obten¢do dos
diferentes objetivos do animal. Os ntcleos da base recebem informarcdes da
posi¢do corporal, integram estas informag:ﬁes e facilitam o comportamento

83



motor apropriado (MEDINA & REINER, 1995). Os aspectos sensoriais do
direcionamento ao objetivo (ou seja, reconhecimento dos objetivos e
avaliagdo dos resultados da agfio), sdo realizados pelo sistema limbico,
enquanto Os aspectos motores, isto €, o estabelecimento e execucio dos
programas motores para a obtencdio dos objetivos desejados estio sob o

controle dos nucleos da base (GRAY, 1995).

Para o animal reconhecer o ambiente témporo—espai:iai no qual
algum objetivo é encontrado (por exemplo, alimento e dgua), ele necessita
estabelecer uma série de comportamentos exploratérios e motores que
permitam a obtengdo do objetivo final. Somando-se a esta aprendizagem
témporo-espacial, o animal deve também aprender sobre os efeitos
comportamentais negativos, tais como a dor ou proximidade de um predador.
Parece haver evidéncias de que estes processos de aprendizagem témporo-
espacial/reforcamento positivo ou negativo/objetivo sfio elaborados pelos

neurdnios da amigdala (LeDOUX, 1987).

Desde que esta associagéo tenha sido formada, frequentemente por
uma simples tentativa, o animal pode realizar os comportamentos
necessarios para que possa aumentar a proximidade no espago e no tempo
para a ocorréncia do objetivo final, caso tenha tido um reforcamento
positivo, ou evitd-lo, se o reforcamento for negativo. As informacdes em
relagdo a estes processos devem ser transmitidas da amigdala, onde ¢
inicialmente estabelecida, para os sistemas motores dos nticleos da base
(projegdo amigdalo-estriado ventral ou nucleus accumbens). Supde-se que o
nucleus accumbens usa as informagdes para estabelecer e gerar as seqiiéncias
motoras requeridas para obter os objetivos especificos, mas o contetdo

sensoriomotor de cada seqiiéncia estd contida no sistema estriatal dorsal, o
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qual estabelece conexdes entre o caudado-putdmen e o coértex motor e
sensorial e nucleos ventral anterior e lateral do tilamo (LeDOUX, 1987;

GRAY, 1995).

Informagdes sobre o estado atual do ambiente do animal seriam
primeiro analisadas nos sistemas sensoriais do neocortex e entio enviadas
via lobo temporal, mais especificamente via cértex entorrinal, 3 formacdo
hipocampal (subiculum e hipocampo), onde ocorre uma série de
compara¢gdes com outras informacgdes ja processadas e derivadas do circuito
de Papez. As informagdes processadas na formagdo hipocampal seriam entfio
enviadas ao nucleus accumbens. De acordo com esta hipétese a formagio
hipocampal poderia ser capaz de facilitar a continuagdo dos programas
motores por meio das eferéncias ao nicleo accumbens ou, alternativamente,

interrompé-las pelas eferéncias ao cortex cingulado (LeDOUX, 1987).

E importante ressaltar que o ndcleo accumbens se caracterizaria
como um sistema de interrelagio entre o sistema limbico e sistema motor.
Isto ocorre devido as suas conexdes eferentes com a sustancia negra (Sn),
que se projeta ao complexo caudado-putdmen (CP) e este estabelece
conexdes com o palido dorsal (PD). Assim, as informagdes provindas do
micleo accumbens chegaria via Sn-CP-PD ao tdlamo e deste ao cortex
sensdrio-motor. Entdo, lesdes no PD interromperiam o circuito inibitorio,
dado que a eferéncia PD-tdlamo constitui uma via gabaérgica, com projecdes

ao cortex sensorio-motor (GRAY, 1995).

Considerando-se que o PD, em mamiferos, seja uma estrutura
semelhante ao INP, em aves, poder-se-ia supor que a lesdio no INP

interromperia um circuito inibitério homoélogo ao descrito em mamiferos.
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Isso poderia levar a uma desinibi¢cio do comportamento motor, o que

acarretaria um aumento da laténcia de locomogio.

Os dados que mostraram aumento de laténcia de locomogdo (L1)
para o GS, na condi¢do de reversdo, parecem, portanto, serem interessantes
quando analisados no contexto das fungdes inibitorias dos ntcleos da base de
mamiferos sobre o comportamento motor. A existéncia de vias
estriatopalidal, nigrotectal, palidosubtaldmica e palidonigral que utilizam os
mesmos neurotransmissores/neuropeptideos em mamiferos, aves e répteis,
sugere que os circuitos dos niicleos da base desenvolvem papéis similares no
controle do movimento em todos os amnidticos, especificamente promocio

dos movimentos desejados e supresso dos movimentos indesejados

(GRAYBIEL, 1990; MEDINA & REINER, 1995).

De acordo com experimentos neuréﬁsiolégicos (LEE, 1987;
ALEXANDER & CRUTCHER, 1990; CHEVALIER & DENIAU, 1990), os
nticleos da base parecem ndo exercer um papel significativo na geracio dos
movimentos e néo especificam diretamente as forgas musculares necessarias
para a execugfo de atividades motoras. Entdo qual seria a funcgéo dos nicleos

da base sobre o complexo motor?

Os nucleos da base de mamiferos consistem de cinco ntcleos
subcorticais que sdo extensivamente interconectados: nticleo caudado,
putdmen, globo palido, nicleo subtaldmico e substincia negra. O neoestriado
(putdmen e globo palido) recebe aferéncias de duas fontes principais: o
cortex cerebral ¢ nucleo intralaminar do tdlamo. A aferéncia mais importante
¢ a projegdo corticoestriatal que contém fibras originadas de todo o cértex
cerebral, incluindo areas motoras, sensoriais, de associacdo e limbicas. Esta

projecdo € topograficamente organizada, portanto, apresentando funcgdes
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comportamentais especificas. Por exemplo, o putimen recebe primariamente
informag¢des sensorio-motoras, o caudado esta envolvido no controle dos
movimentos oculares e com certas fun¢des cognitivas e o estriado ventral
com as funcdes limbicas (COTE & CRUTCHER, 1991). Estas informacdes
sdo enviadas para dois sistemas de eferéncias: a substdncia negra pars
reticulata (SNr) e segmento interno do globo pélfdo (GP1). Este, por sua vez,
envia as informacdes finais do processamento dos nticleos da base para as
redes pré-motoras no tegmento mesencefalico, coliculo superior e talamo
(CHEVALIER et al., 1990). Tem-se sugerido que além do envolvimento dos
nicleos da base nas reagbes de controle postural (SCHNEIDER &
OLAZABAL, 1984; CONNOR & ABBS, 1990) e na integracdo do
estabelecimento da seqiiéncia temporal e espacial dos padrdes motores
(WAUQUIER, 1979; DeLONG & COYLE, 1979), tais estruturas apresentam
também um possivel papel nas funcdes cognitivas (PHILLIPS & CARR,
1987; CONNOR et al., 1990).

As aferéncias corticais para o estriado sdo excitatérias e mediadas
por um aminodcido excitatério, provavelmente o glutamato (Glu)
(FONNUM et al., 1981). Ha duas vias motoras relacionadas com os nucleos
da base: a via direta é a projegfo estriatal para a SNr e GPi, os quais se
projetam ao talamo, e a via indireta € o circuito do estriado ao segmento
externo do globo palido (GPe), o qual se projeta ao niicleo subtalimico, e
que por sua vez, retorna aos segmentos palidais e substincia negra
(ALEXANDER et al., 1990; COTE et al., 1991). A via direta é mediada pelo
acido y-aminobutirico (GABA) e substancia P, portanto, inibitéria. Quando
as vias corticoestriatais excitam o0s neuronios estriados, as células taldmicas

sdo liberadas da inibi¢do ténica, possibilitando a ocorréncia dos movimentos.
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A via indireta opera de modo oposto. A ativagdo corticoestriatal resulta em
inibi¢8io do Gpe, mediada pelo GABA e encefalina, e desinibi¢do do nucleo
subtalimico, mediada pelo GABA, o qual excita o Gpi e a Snr, mediado pelo
Glu. Isto inibe o tilamo € a area suplementar motora, tendo efeito antagénico
na atividade taldmica, de modo a facilitar o desempenho do comportamento
motor (ALEXANDER et al., 1990, GOLDMAN-RAKIC & SELEMON,
1990: COTE et al., 1991). A projegdo dopaminérgica da substincia negra
tem diversos efeitos nos neurdnios neoestriatais. A dopamina excita a via
direta e inibe a via indireta. Desde que a via direta parece facilitar os
movimentos pela excitagdo da area suplementar motora, enquanto a via
indireta tem efeito oposto, a dopamina parece facilitar os movimentos pela

acdo em ambas as vias.

Em adi¢@o ao circuito motor dos niicleos da base, ha pelo menos
trés outros circuitos que conectam os nucleos da base ao talamo e cortex: (1)
circuito oculomotor (envolvido no controle dos movimentos sacadicos dos
olhos); (2) circuito pré-frontal dorsolateral (provavelmente relacionado com
aspectos de memoria e orientagdo espacial) e (3) circuito orbitofrontal lateral
(que parece estar relacionado com a habilidade em mudar o desempenho
comportamental em situagdes diferentes e inesperadas) (ALEXANDER et
al., 1990; COTE et al., 1991).

E fundamental observar que muitas eferéncias do sistema sdo
direcionadas ao cortex frontal. Esta associagdo dos nucleos da base com os
lobos frontais tem recebido atengfo como foco de pesquisa nas desordens
neuropsiquiatricas (GRAY, 1995; GRAYBIEL, 1995). Poderia haver relagdo

entre o controle do movimento e os processos de aprendizagem, memoria e
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controle do pensamento e afeto? Qualquer tentativa para elucidar esta

questfo ainda requer maiores estudos.

A partir dos trabalhos pioneiros de HIROSAKA & WURTZ
(1983), em suas pesquisas com fungdes visuais e oculomotoras, nas quais
descobriram padrdes neurais nos nucleos da base relacionados com a
memoria, tem-se conduzido intensos estudos para definir as funcdes da
memoria e aprendizagem nos nuicleos da base (GRAY, 1995; GRAYBIEL,
1995). Desde que muitos comportamentos sdo expressos por movimentos,
poderia-se supor que existiria alguma conexdo entre dreas motoras e sistemas
neurais relacionados ao humor, motivagio, memoéria e aprendizagem
(ECCLES, 1987; PHILLIPS & CARR, 1987; LEE, 1987; CHEVALIER &
DENIAU, 1990; GRAYBIEL, 1990).

O controle funcional dos nuicleos da base pode ser estudado pela
manipulagdio dos sistemas de neurotransmissfo destes circuitos motores ou
ndo (LEE, 1987, McGEER et al, 1987, GRAYBIEL, 1990). Os
neurotransmissores caracteristicos dos nficleos da base sio divididos em
aminoacidos, representados pelo Glu (excitatorio) e GABA (inibitério);
aminas, representados pela acetilcolina ¢ dopamina e peptideos. O glutamato
¢ o principal neurotransmissor excitatorio do cérebro e estd presente nos
nicleos da base. Esse neurotransmissor tem sido descrito como sendo
ativado por pelo menos cinco subtipos de receptores: kainato (K), N-metil-
D-aspartato (NMDA), quisqualato (Q) ou AMPA, L-2-amino-4-fosfobutirato
(AP4) e 1-amino-ciclopentil-1,3-dicarboxilato (ACPD), com base em suas
sensitividades diferenciais a uma V-ariedade de agonistas. A natureza dos

receptores € a concentracdo deles na membrana pds-sindptica dos neurdnios-
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alvo é um determinante importante na vulnerabilidade dos neurdnios

inervados pelos sistema gluta e/ou aspartatérgicos (HOLLMAN et al., 1990).

Na transmissfo sindptica normal o nivel de glutamato liberado na
fenda sinaptica ocorre em niveis funcionais. dependentes da ativacio
neuronal. Células hiperestimuladas por niveis anormais de glutamato podem
sofrer despolariza¢cdo continua e prolongada de suas membranas com
aumento do influxo de s6dio e agua, o que resulta em um edema agudo
(NADLER, 1979; KELLY et al., 1984). Subsequentemente, as células sdo
expostas as conseqiiéncias deletérias do aumento da concentraco
citoplasmatica de calcio livre provindas das organelas (reticulo
endoplasmatico e mitocondrias). O aumento de niveis citoplasmaticos de
calcio livre ¢ conhecido como ativador de enzimas autoliticas, as quais
degradam a membrana fosfolipidica, acarretando lesdo neuronal (DiFIGLIA,
1990; PHELPS, 1990) ou morte celular (EVANS, 1981), um fendmeno
conhecido como excitotoxicidade (MELDRUM' & GARTHWAITE, 1990:;
BEAL, 1992).

Desse modo, o uso de drogas agonistas ou antagonistas destes
receptores pré e pos-sinapticos podem levar a respostas do tecido nervoso
que variam de acordo com o local e o tipo celular. Uma mesma droga ou
toxina pode afetar neurdnios especificos de uma determinada 4rea, enquanto
outras células mostram pequena ou nenhuma evidéncia de lesfo. Denomina-
se este processo de vulnerabilidade neuronal seletiva, postulada pela
primeira vez por VOGT & VOGT (1937). Acredita-se que este processo seja
decorrente da atividade metabodlica diferente que cada célula apresenta. As

células da glia e os axdnios também respondem de modo peculiar a uma
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variedade -de condig¢bes patologicas (WEILLER et al., 1992; HERKEN &
HUCHO, 1992).

A injecgio intracerebral dessas toxinas podem resultar em lesbes e
morte neuronal. Tais reagdes no sitio da lesdo induzem uma resposta
inflamatoria, frequentemente relatada como gliose, um aumento de células
ndo-neuronais no local de lesdo (KOHLER e al, 1983). Esta resposta
inflamatéria € acompanhada pela perda da mielina, alteragio na barreira
hemato-encefélica no local da lesdo, que parece estar envolvida nio somente
na remogdo de debris do sitio de lesdo, mas também no processo de
desmielinizagdo e de producdo de alteragdes nos axdnios de passagem
(COFFEY et al., 1990). Em geral, a vascularizagdo local é rompida e as
células saﬁgﬁineas e proteinas séricas invadem a zona de lesfo. Cerca de 24
horas p6s-lesdo, o edema ¢é evidente, provavelmente resultado de acimulo de
fluido extracelular e tumefacfio astrocitaria (KLATZO, 1967; COTMAN &
NIETO-SAMPEDRQO, 1984). Os macréfagos sdo observados apds 48 horas e
inicia-se o processo de fagocitose da mielina degenerada e debris celulares
(COTMAN et al., 1984). Tais observagdes descritas na literatura foram
corroboradas por nossos dados. Em nenhum grupo foram encontradas
anormalidades microvasculares do tecido nervoso, como observadas nos
estudos de CACERES et al. (1995), porém as conseqiiéncias neuronais e das

células da glia foram semelhantes, também observadas nesse mesmo estudo.

A neuréglia, astrocitos em particular, tem um papel dindmico na
fungdo cerebral pela modulagdo do microambiente extraneuronal. Eles
também apresentam receptores especificos para neurotransmissores e sistema
de enzimas que auxiliam no processamento de neurotransmissores e

metabolitos liberados durante a atividade neuronal. O glutamato é liberado
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pelos neurdnios até as sinapses, sendo captado pelos astrécitos, nos quais a
enzima glutamina sintetase catalisa a formago reversivel de glutamina para
glutamato e amoénia. A glutamina ¢ livremente difundida e alcanga os
neurdnios .onde a glutaminase produzira o glutamato (WELLER, 1990) Estas
células demonstram propriedades reativas pds-lesdes com as neurotoxinas,
portanto, os efeitos dos amino&cidos excitatorios in situ nio devem ser
exclusivamente sobre os neurdnios. Mecanismos moleculares relacionados

com as alterac¢des celulares ainda estéo sendo elucidados.

Apesar da menor agdo excitotdxica do 4cido iboténico, no presente
estudo observamos lesdes neurais, confirmadas morfologicamente, talvez em
fun¢do de sua interagfo com os receptores glutamaérgicos. Nossos resultados
sdo semelhantes aos encontrados por KOHLER ef al. (1983), os quais
realizaram um estudo comparativo das propriedades neurotdxicas dos acido
kainico e iboténico em sistema nervoso de ratos. Tais alteracdes foram
caracterizadas por perdas de tecido e degeneragfo neural do tipo status
spongiosus. O termo espongiose ¢ utilizado para descrever o aspecto de
“peneira” que o tecido nervoso apresenta apés lesdes quimicas, em
decorréncia do aumento do espacgo extracelular, edema de astrocitos e
axonios e neurdnios vacuolizados, compativeis com a formacio de lesdes
cisticas (ADORNATO & LAMPERT, 1971). Posteriormente, a vesiculacio
da bainha de mielina, resultante da morte de células de glia por intoxicacédo
pelo IBO, passou também a caracterizar o estado Aespongiético. As alteragdes
histolégicas foram mais proeminentes apds 24 horas, estabilizando-se aos 7

dias e, aparentemente, regredindo aos 15 dias pés-lesdie neurotoxica.

As alteragdes ultraestruturais comprovaram estes resultados,

evidenciando necrose neuronal, com evidente alteragdo das organelas
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citoplasmaticas, da membrana e do nucleo (GHADIALLY, 1888) e
desmielinizag¢@o e/ou degeneragfo axonal acompanhadas por aumento do
espago extracelular (WELLER, 1990; PETERS et al., 1991). Tais dados sio
indicativos de desbalango eletrolitico e, portanto, distirbio na
permeabilidade da membrana. Tal -processo acarreta uma repercussdo ao
citoesqueleto celular, como por exemplo, cariorrexe e caridlise (Figura 24)
ou o aspecto lobular do niicleo e alteragdo nas organelas citoplasmaticas
(Figuras 24 e 28). Muitas destas anormalidades celulares e de organelas
podem ser melhor descritas em GHADIALLY (1988). Ndo se observaram
macréfagos, porém foram vistos astrocitos reativos ao redor dos capilares,
principalmente aos 7 dias pods-lesdo. Por outro lado, foram vistos
oligodendrécitos, aparentemente ativados, bastante evidentes nos animais do
GE15, junto aos axdnios desmielinizados, e sem sinais de processos de
remielinizacdo. F provavel que andlises ap6s um periodo de recuperagio
pos-lesdo mais prolongado pudessem permitir observagdes de axénios em

fase de remielinizacéo.

Por outro lado, a ndo deteccdo de macrofagos no local da lesdo,
mesmo apOs 15 dias da injegdo de IBO, que difere dos estudos realizados por
KLATZO (1967); COTMAN & NIETO-SAMPEDRO (1987) ¢ ABBOT et
al. (1992), onde os macréfagos foram observados na éarea lesada 48 horas
apds a inje¢do da neurotoxina, poderia decorrer do grau de neurotoxicidade
dos agentes empregados nos modelos experimentais. Nesse modelo os
autores utilizaram o glutamato monossédico como agente neurotéxico,
menos toxico do que o IBO (SHINOZAKI & KONISHI, 1970; KIZER et al.,
1978). Interpretamos nossos dados como decorrentes da presenca de um

microambiente altamente téxico que limitaria temporariamente o afluxo de
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células macrofagicas, que promoveriam a limpeza local dos restos celulares.
Supomos, outrossim, que esta poderia ser também uma das razdes pelo
atraso no processo de remielinizagdo pelos oligodendrécitos, uma vez que,
restos de mielina ou de células possuem propriedades inibitorias para o

processo de regeneragdo do tecido nervoso (PERRY et al., 1993).

Correlacionando a forma vescular com a atividade funcional,
geralmente as vesiculas esféricas ocorrem em sinapses excitatorias
(CHUNG, 1979), pudemos observar.que a acfo neurotoxica do IBO também
foi evidente na regifo dos contatos sindpticos, provavelmente tempo-
dependentes. Apds 24 horas observou-se deplegio quase total das vesiculas
sinapticas 10S terminais axonicos. Provavelmente em uma fase aguda o IBO
depleta as vesiculas sindpticas dos terminais sinapticos, provocada pela acgfio
excitotoxica da droga levando “a liberagdo do neurotransmissor glutamato.
Aos 7 dias observou-se presenca de vesiculas sinapticas, além de edema nos
terminais axOnicos e dendritos. As vesiculas sindpticas apresentavam-se,
porém, com um padrio alterado, isto é, apresentando uma disposicdo
paracristalina, resultando em uma aglutinagio das mesmas. As vesiculas
sinpticas mostraram-se justapostas como se estivessem aderidas umas as
outras por uma substéncia eletrodensa como material cementante. E provavel
que este padréo de organiza¢do das vesiculas se correlacione com alteracdes
no padrio de liberagdo do neurotransmissor ¢ com a funcionalidade do

neurdnio.

Observou-se também edema e degenera¢dio dendriticas. Apés um
perfodo de recuperagdo de 15 dias a andlise ultraestrutural permitiu
comprovar que o tecido nervoso ja apresentava um certo padrio de

reconstituicdo morfologica, com presenca de vesiculas sindpticas
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aglutinadas. Estas alteragdes foram bastante evidentes na regifio central da
lesdo, enquanto regides distantes do centro da lesfo mostraram-se normais.
Numa fase crénica, quando provavelmente as taxas de concentracio local da
droga estariam diminuidas, a ag&8o neurotdxica estaria bastante decrescida.
Talvez por esta razdo ocorreu formagio de vesiculas, porém de modo
anomalo, em decorréncia da toxicidade da neurotoxina. Infelizmente as
caracteristicas especificas em termos do conteudo neuroquimico dessas
vesiculas e de suas possiveis fungdes no sistema neuronal nfo foram
analisadas no presente estudo, podendo ser melhor caracterizadas por meio

de técnicas de imunohistoquimica.

Os animais do grupo SHAM n#o apresentaram alteracdes
morfolégicas ¢ nem comportamentais, porém observou-se uma pequena
desmielinizagdo em decorréncia da forga mecénica da agulha da seringa

Hamilton. Estas observagdes foram semelhantes as encontradas por

HARRISON & McDONALD (1977).

Embora as alteragdes degenerativas causadas pela neurotoxina
tenham sido muito significativas, nfo foram suficientes para interromper o
padrio comportamental no decorrer do tempo. Contudo, as alteracdes
morfolégicas nem sempre coincidem temporalmente com as alteracdes
fisiologicas, isto é, podemos observar alteragbes estruturais sem um
correspondente disturbio funcional. Assim, poderia-se sugerir que o sistema
glutamaérgico de transmissio neuroquimica no complexo paleoestriatal ndo
teria fungdes essencials na organizac¢fo motora, mas possivelmente atuaria
como um sistema modulatério de outros sistemas descritos como
fundamentais, tais como o dopaminérgico, colinérgico, gabaérgico e

serotoninérgico (KANDEL et al., 1991).
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Desse modo, considerando-se o conjunto de dados
comportamentais e morfolégicos do presente estudo, podemos relatar que
eles tém especial interesse no sentido de permitir uma discussdo de
processos de plasticidade neural. Os animais lesados com IBO no CP
unilateral apresentaram déficits motores que persistiram mesmo apés 7 dias
de recuperagdo pos-lesdo, porém com menor intensidade em relaciio aos
primeiros dias. Ap6s um periodo de 15 dias pos-lesdo, os animais mostraram
padrdes posturais semelhantes aos apresentados pelos animais dos grupos
SHAM e normal. As altera¢des morfologicas foram bastante notoérias,
principalmente 24 horas apds a les@io quimicas, caracterizando-se por
extensos danos celulares, das fibras nervosas, dos contatos sinapticos e do
ambiente extracelular, confirmando a eficicia da neurotoxina IBO em
acarretar lesdes do tecido nervoso. Além disso, as alteragdes morfologicas
permitiram uma andlise comparativa dos processos neuronais ¢ do ambiente

extracelular em diferentes periodos de recuperacéo pos-lesio.

No entanto, tais alteragdes morfologicas e posturais ndo
influenciaram na aprendizagem de escolha e de locomocdo. Os dados
sugerem que o complexo paleoestriatal deve estar relacionado com a
organizagdo dos padrdes motores. Desde que a atividade locomotora pode
ser eliciada e direcionada por um grande nimero de contigéncias ambientais,
os dados s3o importantes por indicarem a participagio do complexo
palecestriatal durante a aprendizagem de reversdo, sugerindo a sua
integragdo com processos neurais limbicos. Nesse sentido, essas evidéncias
se assemelham as analises das interagfes sistema limbico-nicleos da base,

em sistemas neurais de mamiferos (GRAY, 1995).
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RESUMO

Estudos neuroanatdmicos e histoquimicos tém mostrado uma homologia
entre 0 complexo paleoestriatal (CP) de aves e os niicleos da base de
mamiferos. O presente estudo teve como objetivos investigar as funcdes do
CP sobre o desempenho locomotor e a aprendizagem de escolha espacial e as
possiveis mudancgas morfologicas em diferentes periodos de recuperacio
pos-lesdo. Os sujeitos foram atribuidos a grupos, segundo o tipo de lesdo, em
SHAM-GS (lesdo simulada com injec¢o de 1 u/ de tampdo fosfato 0,1M no
CP unilateral) e EXPERIMENTAL-GE (lesfo neuroquimica com injegéo de
10 ul de acido iboténico (IBO) na concentrago de 1 ug/ul em tampéo fosfato
0,1M no CP unilateral) e de acordo com o periodo de recuperagio pds-lesio
em 1, 7 e 15 dias. Os animais foram submetidos aos testes comportamentais
(focomog#o e aprendizagem de escolha espacial) antes (PRE) e ap6s (POS) a
cirurgia, em uma cémara experimental (50x50x115 cm), com porta frontal
em vidro espelhado unidirecional. A posi¢io dos comedouros foi revertida a
cada 4 sessdes na condicio POS. O tecido nervoso foi analisado por
microscopia Optica e eletrbnica, utilizando também animais normais e com 1
dia de lesdo somente para comparagdo morfolégica. Em conjunto, os dados
comportamentais e morfolédgicos mostraram que, ap6s as lesdes
neuroquimicas por IBO, os animais apresentaram déficits motores, de carater
transitorio, relacionados com o equilibrio e a postura. Ap6s um periodo de 15
dias pos-lesdo, os animais apresentaram padrfes posturais semelhantes aos
do GS e normal, evidenciando a recuperacio do comportamento. As
alteragbes morfoldgicas foram bastante notérias, principalmente 24 horas
apos a lesdo, caracterizando-se por extensos danos celulares, das fibras
nervosas, dos contatos sindpticos e do ambiente extracelular. Comparagdes
intergrupos indicaram que o GSI5 apresentou laténcias de locomocio
significativamente maiores em relagdo ao GE15 (p<0,05) na primeira sessfo
de reversdio dos comedouros (condi¢io POS2). Comparacdes intragrupos
indicaram diferengas significativas para a laténcia de escolha do GE7, entre a
quarta sessdo PRE e a primeira sessdo POSI, e para a laténcia de locomocgéo
do GE15, entre a quarta sessio POS1 e a primeira POS2. Os dados sugerem a
participagdo do CP na organizacfo de padrdes motores e fornecem
evidéncias do seu envolvimento funcional com estruturas do sistema
limbico.



ABSTRACT

Neuroanatomical and histochemical studies have proposed an homology
between the paleostriatal complex (PC) of the birds and the basal ganglia
(BS) of the mammals. The purposes of the present work were to investigate
the functions of the paleostriatal complex on the organization of motor
processes and on spatial choice learning and the correlations with
morphological changes after neurochemical lesions. The pigeons (Columba
livia) were assigned in groups according to the lesion in SHAM-GS
(simulated lesion with unilateral injection of the 1 u/ of the phosphate buffer
0,IM in the PC) or EXPERIMENTAL -GE (neurochemical lesion with
unilateral injection of the 10 »/ of the ibotenic acid in the concentration of
the 1 ug/ul in phosphate buffer 0,1M), with subgroups for 7 or 15 days post-
lesion recovery period. All animals had 4 behavioral tests (locomotion and
spatial choice learning) during the PRE-lesion condition and 4 or 12 sessions
during the POST-lesion condition. The tests ocurred in one experimental
chamber (50x50x115 cm), that had a front door of the unidiretional mirror.
The food hoppers were changed each 4 sessions during the condition POST.
The nervous tissue was analysed by optical and transmission electronic
microscopy, using normal and 1 day lesioned animals, just for morplogical
comparisons. Behavioral data showed that ibotenate-induced lesions animals
demonstrated transitory motor disturbances. 15 days after lesion, the
experimental animals had completely recovery of postural patterns with no
difference compared to SHAM and non-lesioned animals. Morplological
changes were notorious, mainly 1 day after lesion, with pathological
characteres in cells, nervous fibers, synapses and extracelular environment.
Comparisons between groups indicated that the GS15 had higher values of
locomotion latency (p<0,05), in comparison to GE15, on the first session of
the condition POST2. Comparisons intragroups indicated significance
differences of choice latency values for experimental birds on the fourth PRE
and first POSTI sessions (p<0,05). The results suggest the participation of
the PC in the motor patterns organization and point to its functional
relationship with limbic system structures.
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PROTOCOLO DE EXPERIMENTO

1) EXPERIMENTO: Efeito de Lesdo Quimica Unilateral sobre 0 Complexo Paleoestriatal
de Pombos {Columba livia)

2) RESPONSAVEL: Margarete Satie Suono Toyoda

3) IDENTIFICACAQ DO POMBO:
SBSPECIE. L e e
= PrOCEAGINCIAL ... ittt et e e et
- grupo de experimento:
() normal
() SHAM 24 horas
() SHAM 7 dias
{) SHAM 15 dias
() EXPERIMENTAL 24 horas
() EXPERIMENTAL 7 dias
() EXPERIMENTAL 15 dias
4) CARACTERISTICAS GERAIS:
- plumagem:
- SeX0:

7)Y CIRURGIA:
- data:
~local ..o U O
-tipo: () SHAM - LESAO SIMULADA

{ ) EXPERIMENTAL - LESAO QUIMICA
R 1= o U
- anestésico/dose:
- lado da leséo:

- tempo de manutengao da seringa:
- coordenadas:
zero ponto do atlas ponto experimental

<



- data:
- peso:

.......................................................................................................................................

12) HISTOLOGIA:
- local do procedimento:
- data:

* para Microscopia Optica
a) lavagem:

f) corte (espessura):
g) coloragéo:

* para Microscopia Eletronica de Transmisséo
a) lavagem:






LATENCIA DE LOCOMOGAO (L1}, EM SEG., DO GRUPC SHAM, NAS CONDICOES PRE E POS1

CONDICAC SUJEITO SESSOES

1 2 3 4

314 10,00 823 8,00 752
4114 13,21 3,56 3,26 2,39
412 3,25 3,26 1,92 1,34
407 2,47 3,39 2,23 1,74
460 528,15 3,66 2,75 2,51
464 235,60 254,28 247,00 216,04
319 420,30 95,320 85,00 31,30
406 8,90 2,38 325 2,20
PRE 408 122,58 3,49 3.25 3.14
462 3,85 2,58 2,68 2,64
463 4,93 2,68 2,08 1,53
485 8,54 3,63 2,36 1,92
343 600,00 60,30 . 51,00 28,00
359 900,00 900,00 28,78 8,10
317 900,00 85,00 72,47 30,00
345 900,00 15,20 7,00 4,00

314 7.00 5,30 8,00 7.52
411 2,47 2,26 3,26 2,39
- 412 2,45 1,71 1,92 1,34
407 2,00 1,83 2,23 1,74
480 3,11 1,58 275 2,51
464 4,30 3,86 247,00 218,04
319 32,02 7,53 85,00 31,30
406 1,69 2,21 3,25 2,20
POS1 408 1,61 1,69 3,25 3,14
462 2,34 3,04 2,68 2,64
463 3,02 2,40 2,08 1,53
465 347 2,93 2,36 1,92
343 25,30 19,00 22,00 1,22
359 17,51 22,07 19,96 12,69
317 156,00 63,00 19,92 9,14

345 13,06 11,54 9,15 9,71




LATENCIA DE ESCOLHA (1.2), EM SEG., DO GRUPO SHAM, NAS CONDIGOES PRE E POS1

CONDICAQ SUJEITO SESSOES

1 2 3 4

314 12,00 10,01 10,00 7.26
411 46,90 6,44 3,17 327
412 32,24 3,16 3,01 3,83
407 300,00 209,81 180,22 10,41
460 4288 28,32 8,35 2,91
464 115,60 51,50 48,96 21,78
319 25,00 20,15 25,44 21,15
406 9,50 1,66 1,36 1,00
PRE 408 20,69 2,65 1,89 1,65
462 43,86 21,33 17,87 387
463 244,11 45,34 11,03 470
465 7.79 7.24 7.67 8,00
343 38,00 20,38 18,00 11,00
359 900,00 900,00 9,27 4,91
317 800,00 86,00 72.47 30,00
345 800,00 15,20 7,00 400
314 17,06 9,87 3,13 2,00
411 2,41 2,83 2,22 2,07
412 4,41 2,95 1,50 1,41
407 22,92 16,29 17,28 8,40
460 4,40 4,59 3,29 3,19

. 464 1,28 1,40 1,24 1,13
319 4,86 4,91 4,91 1,29
406 1,72 1,17 1147 1,37
POS1 408 3,22 1,87 1,87 1,29
462 2,45 232 , 2,22 2,25
463 15,03 10,16 5,31 3,17
465 19,10 5,44 2,60 3.23
343 1,72 1,20 2,35 1,44
259 6,12 8,03 3,17 2,51
317 28,00 42,00 21,00 10,00

345 5,00 2,46 2,46 0,30




LATENCIA DE LOCOMOGAO (L1), EM SEG., DO GRUPO EXPERIMENTAL, NAS CONDICOES PRE E POS1

CONDICAC SUJEITO SESSOES

7 2 3 4

367 4,54 260 2.40 1,86
393 56,67 4,87 2,65 2,82
413 52,55 3,75 2,49 2,71
401 74,62 5,25 4,08 2,80
472 2,75 2,20 2,53 2.40
473 240,52 14,31 3,30 2,94
369 900,00 423 4,59 2.86
409 900,00 20,09 5,75 4,25
PRE 370 467 4,22 3,01 2,72
342 780,49 3,61 1,57 2,18
347 775,47 30,50 39,97 10,36

. 403 63,00 34,07 4,40 3,90
469 2,30 2,30 1,32 2,07
471 54,00 46,60 4,40 4,80
335 900,00 191,06 5,47 2,81
392 54,22 10,03 2,95 2,09
405 900,00 320,14 130,00 34,27
367 2,15 2,70 1,70 2,57
393 2,03 1,89 1,65 1,99
413 2,47 2,39 2,24 2,14
401 3,36 4,50 3,24 3,08
472 1,70 1,45 1,53 1,21
473 3,07 2,61 3,00 1,90
369 4,62 712 3,82 2,76
409 2,33 2,31 1,47 1,99
POS1 370 3,04 3,10 3,10 3.08
342 4,54 1,63 1,25 1,31
347 8.09 5,65 468 2,53
403 7,50 3,95 3,92 2,55
469 2,74 1,87 2,34 2,11
471 467 2,37 2,54 2,22
335 2,18 2,85 1,85 1,70
392 81,67 50,90 34,29 2545

405 39,66 19,95 16,50 9,26




LATENCIA DE ESCOLHA (12), EM SEG., DO GRUPO EXPERIMENTAL, NAS CONDICOES PRE E POS1

CONDICAO SUJEITO SESSOES

N 7 2 3 4
367 238,48 28,85 8,87 4,30
393 37.33 10,48 10,67 2,01
413 659,62 141,29 99,33 70,27
401 59,00 18,03 6,01 2,70
472 15,67 4,00 1,35 1,25
473 52,00 51,00 12,00 10,70
369 900,00 17,12 28,80 6,79
409 900,00 5,80 4,33 3,83
PRE 370 359,87 3,19 1,65 1,99
342 3,09 1,91 1,87 1,05
347 69,73 54,87 2,14 1,86
403 20,35 11,55 7,03 1,29
469 105,41 79,00 62,31 8,50
471 22,81 20,62 21.45 16,52
335 800,00 4,47 4,23 4,31
392 165,99 148,64 55,33 1,08
405 7,90 8,90 6,14 1,07
367 21,48 220 - 1,30 2,57
393 1,03 1,90 1,72 1,16
413 2,79 2,62 1,85 1,97
401 439,76 99,50 32,50 12,43
472 1,82 1,48 1,06 1,27
473 4,80 4,80 1,04 1,16

- 369 70,22 67,26 59,00 18,50
409 4,62 3,67 2,72 2,81
POS1 370 2,94 2,86 2,08 1,34
342 18,50 12,18 9,32 439
347 2,37 1,58 1,44 1,21
403 468 3,50 2,11 1,62
469 313,62 25,03 14,64 3,96
471 12,65 12,21 12,07 3,90
335 10,63 10,57 6,78 4,90
302 431 7.82 0,64 1,23

405 24,31 3,33 2,16 1,80




LATENCIA DE LOCOMOGAO (L1), EM SEG., DO G815, NAS CONDICOES PRE, POS1, POS2 E POS3

CONDICAO SUJEITO SESSOES
1 2 3 4
319 420,30 95,30 85,00 31,30
406 8,90 2,36 3,25 2,20
408 122,58 3,49 3,25 3,14
PRE 482 3,85 2.58 2,68 2,64
463 4,93 2,68 2,08 1,53
_ 465 8,54 3,63 2,36 1,92
317 500,00 86,00 72,47 30,00
345 900,00 15,20 7,00 4,00
319 3202 7.53 6.47 474
406 1,69 2,21 1,67 1,81
408 1,61 1,69 1,92 1,50
POST 462 2,34 3,04 3,05 2,83
463 3,02 2,40 2,20 2,00
465 3,47 2,93 3,03 2,55
317 156,00 63,00 19,92 9,14
345 13,06 11,54 9,15 9,71
319 35,88 753 747 4.74
406 4,03 515 2,45 2,29
408 66,56 4,50 2,39 2,68
POS2 462 15,70 8,40 7.93 5,53
463 27,84 4,20 4,02 3,80
465 9,33 6,05 2,71 2,40
317 6,29 3,49 1,59 2,14
345 30,98 13,75 5,59 5,96
319 5,29 2,22 1,37 1,08
406 1,87 2,38 T 1,20 1,07
408 2,01 4,02 3,28 2,18
POS3 462 2,00 1,84 2,10 1,74
463 2,01 2,16 2,04 1,94
465 2,05 2,22 1,55 1,60
317 3,05 2,20 1,77 1,69

" 345 4,99 3,17 3,39 2,98




LATENCIA DE LOCOMOGAO (L2), EM SEG., DO GS15, NAS CONDICOES PRE, POS1, POS2 E POS3

CONDICAO SUIEITO SESSOES

1 2 3 4

318 25,00 20,15 25,44 21,15

406 9,50 1,66 1,36 1,00

408 20,69 2,65 1,89 1,65

PRE 462 4386 21,33 17,87 3,87
463 244,11 45,34 11,03 4,70

465 7,79 7.24 767 6,00

317 900,00 124,00 72,47 30,00

345 900,00 5,10 0,30 0,25

319 486 4,91 4,91 1,29

406 1,72 1,17 1,17 1,37

408 3,22 1,87 1,87 1,29

POS1 462 2,45 2,32 . 222 2,25
463 15,03 10,16 5,31 3,17

465 10,10 5,44 2,50 3,23

317 28,00 42,00 21,00 10,00

345 5,00 2,46 2,48 0,30

319 6,99 §,14 7,83 1,29

- 406 1,72 1,45 1,04 1,05

408 2,26 2,24 1,95 1,98

PaS2 462 12,30 11,17 1,23 1,44
463 3,30 3,30 3,11 214

465 11,71 10,85 9,97 8,15

317 0,98 3,97 1,63 1,30

345 1,75 1,01 1,54 1,21%

319 15 44 16,37 10,68 10,63

406 4,52 1,52 1,07 1,01

408 2,81 2,76 2,37 2,00

POS3 462 12,00 6,20 2,50 2,07
463 2,88 2,42 3,42 2,14

465 2,05 2,22 1,58 1,60

317 4,48 3,46 1,06 0,51

345 2,81 2,76 2,37 2,00




LATENCIA DE LOCOMOGAO (L1), EM SEG., DO GE15, NAS CONDICOES PRE, POST, POS2 E POS3

CONDIGAD SUJEITO SESSOES

1 2 - 3 4

370 4,67 452 3,01 2,72

342 780,49 3,64 1,57 218

347 775,47 30,50 39,37 10,36

403 123,90 34,07 4,40 3,90

PRE 469 2,30 2,30 1,32 2,07
" 471 244,06 46,60 4,40 4,80

335 900,00 191,08 5,47 2,81

392 54,22 10,03 2,95 2,09

405 900,00 320,14 130,00 34,27

370 3,04 3,10 3.10 3,08

342 4,54 1,63 1,25 1,31

347 8,09 5,65 4,68 2,53

403 7,50 3,91 3,92 2,55

POS1 469 2,74 1,97 2,34 2,11
471 4,67 2,37 2,54 2,22

335 2,18 2,85 1,85 1,70

392 81,67 50,90 34,29 22,45
405 39,66 19,95 16,50 926

370 131 1,50 2,42 167

342 2,99 3,08 2,49 2.44

347 272 2,81 2,75 2,76

403 8.72 7,84 7.12 5,60

pPOS2 469 234,06 148,53 145,54 34,47
471 57,64 13,22 12,84 12,00

335 4,81 2,57 . 2,30 2,63

392 28,09 23,43 4,94 1,74

405 3,20 4,24 1,58 1,31

370 6,16 2,92 3,01 2,72

342 1,45 1,31 119 1,1

347 4,59 3.21 2,20 2,02

" 403 6,55 4,76 4,67 1,63

POS3 469 1,70 1,32 1,14 1,16
471 6,56 2,40 1,50 1,12

335 2,25 1,51 1,48 1,60

392 97,00 51,75 9,78 9,18

405 156,49 73,97 19,50 9,60




LATENCIA DE ESCOLHA (L.2), EM SEG., DO GE15, NAS CONDICOES PRE, POS1, POS2 E POS3

CONDICAQ SUJEITO SESSOES
1 2 3 4
370 358.87 3,18 1,05 1,99
342 3,09 1,91 1,87 1,05
347 69,73 B4 87 2,14 1,86
- 403 20,35 11,55 7.03 1,29
PRE 469 105,41 79,00 62,31 8,50
‘ 471 22,81 20,62 21,45 16,52
335 200,00 4,47 4,23 431
392 165,99 148,64 55,33 1,08
405 7.90 8,90 6,14 1,07
370 254 7 86 2,08 1,34
342 18,50 12,18 8,32 4,39
347 2,37 1,58 1,44 1,21
403 468 3,50 2,11 1,62
POS1 469 313,62 25,03 16,64 3,96
471 12,65 12,21 12,07 3,00
335 10,63 10,57 8,78 4,90
392 4,31 7.82 0,64 1,23
405 2431 3,33 2,10 1,80
370 1,54 1,48 1,28 1,94
342 108,21 6,77 4,70 1,90
347 4215 1,90 1,63 1,42
403 1,70 177 1,65 1,45
PGs2 469 14,05 11,24 11,06 5,30
471 1,51 1,64 1,06 1,09
335 11,86 4,05 1,80 2,04
392 0,81 1,75 1,28 1,00
4085 2,18 1,28 1,84 2,63
370 3,82 2,25 2,27 1,83
. 342 14,43 2,92 1,28 1,34
347 1,65 1,13 1,18 1,15
403 1,00 1,18 1,16 1,00
POS3 469 3,00 2,73 2,63 162
471 13,48 12,23 4,43 2,64
335 2,62 2,37 3,20 2,05
392 10,00 1,11 4,02 3,90

405 4.48 3,43 2,91 1,57




MEDIANA DA LATENCIA DE LOCOMOGAQ (L1), DO GS, NAS CONDICOES PRE E POS1

CONDIGAO SUJEITO SESSOES
1 P 3 4 1 2 3 4
2,47 2,36 792 1,34 MEDIANA 67,90 3.65 3.26 2.89
3,25 2,58 2,08 1,53 QS 564,08 7315 39,89 17,76
3,85 2,68 2,23 1,74 Ql 6,74 3,33 2,52 2,06
4,93 3,26 2,36 1,92 (Qs-Qf) 557,34 6983 37,37 15,70
8,54 3,39 2,68 2,20 DIF*1,5 836,01 10474 5606 23,55
8,90 3,49 2,75 2,39 QS+DIF 11214 14208 7726 33,46
10,00 3,56 3,25 2,51 QS+DIF*15 14001 177,88 9505 4131
13,21 3,63 3,25 2,64 QI-DIF (550,81)  (66,50) (34,85)  (13,64)
PRE 122,58 3,66 3.26 3,14 QI-DIF*1,5  (829,28) (101,41) (53.54)  (21,49)
235,60 8,23 7,00 4,00
42030 1520 8,00 6,10
528,15 60,30 28,78 7,52
600,00 8600 51,00 28,00
800,00 9530 72,47 30,00
900,00 25428 85,00 31,30
900,00 900,00 247,00 216,04 1 2 3 4
761 1,58 1,92 127 MEDIANA 3,29 2.90 3,26 3,58
1,69 1,69 2,08 1,34 QS 15,29 954 19,94 9,43
2,00 1,71 2,23 153 Qi 2,40 2,02 2,52 1,83
2,34 1,83 236 1,74 (QS-Q) 12,89 752 1742 7,60
2,45 2,21 2,68 1,92 DIF*1,5 1934 11,27 2613 11,39
2,47 2,26 2,75 2,20 QS+DIF 28,18 17,06 37,36 17,02
3,02 2,40 325 2,39 QS+DIF*15 3462 20,81 46,07 20,82
3,11 2,93 3,25 2,51 QI-DIF (10,50 (5,50) (14,90)  (5.77)
POST 3,47 3,04 3,26 2,64 Q-DIF,5  (1694)  (9,25) (2361)  {9,56)
4,30 3,86 8,00 3,14
7.00 5,30 9,15 752
13,06 7,53 19,92 9,14
17,51 11,54 19,96 9,71
2530 19,00 22,00 12,69
32,02 2207 8500 31,30
156,00 63,00 247,00 216,04




MEDIANA DA LATENCIA DE ESCOLHA (L2), EM SEG., DO GS, NAS CONDICOES PRE E POS1

CONDICAC SUJEITO SESSOES
1 2 3 i 1 2 3 4
7.79 1,66 1,36 1,00 MEDIANA - 43,37 20,27 0.64 4,81
9,50 265 1,89 165 QS 272,06 48,42 21,72 10,71
12,00 3,16 317 2,91 Qi 22,85 6,34 513 3,55
20,69 644 3,91 3,27 (QS-Qn 249,21 41,58 16,59 7,16
25,00 7.24 6,35 3,83 DIF 5 373,82 62,37 24,80 10,73
32,24 10,01 7.00 3,87 QS+DIF 521,27 90,00 38,31 17,86
38,00 15,20 7.67 4,00 QS+DIF*1,5 64587 110,79 46,61 21,44
4288 20,15 9,27 4,70 QI-DIF (226,37} (34,74 (11,46) (G617
PRE 43,865 20,38 10,00 491 QLDIF*1,5 {350,97) (55,53} (19,76) (7.18)
46,90 21,33 11.03 8,00
115,60 28,32 17.87 7,26
244,11 45,34 18,00 10,41
300,00 5150 2544 11,00
900,00 86,00 48,96 21,15
900,00 209,81 72,47 21,78
800,00 900,00 180,22 30,00 1 2 3 4
1,28 17 117 0,30 MEDIANA 464 377 253 2.04
1,72 1,20 1,24 1,13 QS 12,57 8,95 4,10 3,18
172 1,40 1,50 1,29 Qi 2,43 210 2,05 1,33
2,41 1,87 1,87 1,29 {Qs-Ql) 10,14 6,85 2,08 1,85
245 2,32 222 1,37 DIF*1,5 15,20 10,28 3.08 2,78
3,22 2,46 2,22 1,41 QS+DIF 32,70 15,80 6,16 5.03
4,40 2,83 2,35 1,44 QS+DIF*1,5 27,77 19,23 7,18 5,906
4,41 2,85 2,46 2,00 QLDIF 770 (476  {0.01) (0,52)
POSA 4,86 4,59 2,60 2,07 QIDIF*1,5 (1277) (8,19)  (1,04) (1,45)
5,00 4,91 3,13 2,25 ‘
5,12 5,44 317 2,61
10,10 8,03 3,29 3,17
15,03 9.87 4,91 319
17,06 10,16 5,31 3,23
22,92 16,29 17,28 8,40
2800 42,00 21,00 10,00




MEDIANA DA LATENCIA DE LOCOMOGAO (L1), EM SEG., DO GE, NAS CONDICOES PRE E POST

CONDIGAO SUJEITO SESSOES
1 3 3 4
2,30 220 1,32 1,965 1 2 3 4
2,75 2,30 1,57 2,07 MEDIANA 63,08 575 3,30 2.8
4,54 2,60 2,40 2,09 QS 840,25 32,29 503 4,08
4,67 3,61 2,49 2,18 28,61 3,68 2,51 2,29
§2,55 3,75 2,83 2,40 (QS-0i) 811,64 28,61 252 1,79
54,00 4,22 2,65 2,71 DIF*15 1.217,45 42,91 3,78 2,68
54,22 4,23 2,95 2,72 QS+DIF 1.651,9 60,89 755 5.86
56,67 487 3,01 2,80 QS+DIF*15  2.057,7 75,19 8,81 6,75
PRE 63,00 525 3,30 2,81 QIDIF 783,03y  (24.93) 0,67 0,51
74,62 10,03 4,08 2,82 QIDIF*1,5 (1.188,84)  {39,23) 1,27 (0,39
240,52 14,31 4,40 2,86
77547 20,09 4,40 2,84
780,49 30,50 4,59 3,90
900,00 34,07 547 4,25
900,00 46,60 575 4,80
900,00 191,08 39,97 10,36
900,00 320,14 130,00 34,27 1 2 3 4
1,70 1,45 1,25 1,21 MEDIANA 3,07 270 2,54 222
2,03 1,63 1,47 1,31 QS 6,09 508 3,87 2,02
2,15 1,89 1,53 1,70 Ql 2,26 2,14 1,68 1,95
2,18 1,97 1,65 1,90 (QS-QN) 3,83 2,94 2,20 0,98
2,33 2,31 1,70 1,89 DIF*1,5 5,75 4,40 3,29 1,46
2.47 2,37 1,85 1,99 QS+DIF 9.8 8,01 6,07 3,50
2,74 2,39 2,24 2,11 QS+DIF.5 11,8 9,48 7,16 4,38
3,04 2,61 2,34 2,14 QIDIF (1,58) (0,80 (0,82) 0,97
POST 3,07 2,70 2,54 2,22 QI-DIF*1,5 (3,49 (2,26) (1,62 0,48
3,36 2,85 3,00 2,53
4,54 3,10 3,10 2,55
4,62 3,85 3.24 2,57
4,67 4,50 3,82 2,76
7,50 565 3,92 3,08
8,00 7.12 4,68 3,08
39,66 19,95 18,50 9,26
81,67 50,90 34,29 2545




MEDIANA DA LATENCIA DE ESCOLHA (L2}, EM SEG., DO GE,- NAS CONDIGOES PRE E POS1

CONDIGAC SUJEITO SESSOES
1 2 3 4 1 2 3 4
3,09 1,91 1,35 1,05 MEDIANA 69,73 17,12 7.03 2,70
7,80 3,19 1,87 1,07 QS 509,75 52,94 24,13 7.65
15,67 4,00 1,95 1,08 Ql 21,58 5,18 3,19 1,27
20,35 447 2,14 1,25 (QS-Qp 488,17 47,76 20,94 6,38
22,81 5,89 423 1,29 DIF*15 732,25 71,63 31,41 9,56
37,33 8,50 433 1,86 QS+DIF 507.9 100,69 45,07 14,02
52,00 10,48 6,01 1,99 QS+DIF*1,5 12420 12457 55,54 17,24
59,00 11,55 6,14 2,01 QIDIF (486,59)  (82,58)  (17,78) EREN
PRE 69,73 17,12 7.03 2,70 QI-DIF*1,5 (71067)  (66,45)  (28,23) (8,29)
105,41 18,03 8,87 3.83
16599 2082 10,67 4,30
238,48 2885 12,00 4,31
35987 5100 2145 6,79
659,62 54,87 26,80 8,50
$00,00 7900 55233 10,70
800,00 14129 62,31 16,52
800,00 14864 99,33 70,27 1 2 3 4
1,03 1,48 0,64 1,16 MEDIANA 480 367 2.11 1,97
1,82 1,58 1,04 1,16 QS 22,50 12,20 10,70 418
2,37 1,90 1,06 1,21 o 2.87 2,41 1,37 1,25
2,79 2,20 1,30 1,23 (QS-Ql) 20,03 9,79 9,33 2,93
2,94 2,62 1,44 1,27 DIF*1,5 30,05 14,68 13,99 4,39
4,31 2,86 1,72 1,34 QS+DIF 47,9 21,98 20,02 7,10
462 3,33 1,85 1,62 QS+DIF*15 52,9 26,87 24,68 8,56
4,68 3,50 2,08 1,80 QI-DIE (17.17) (7.38) {7.96) (1,68
POST 4,80 3,67 2,11 1,97 QI-DIF*1,5 (27,18)  (12,27)  (12,62) (3,14)
10,63 4,80 2,16 257
12,65 7,82 2,72 2,81
18,50 10,57 6,78 3,90
2148 12,18 9,32 3,96
24,31 12,21 12,07 4,30
70,22 2503 14,564 490
31362 67,26 3280 12,43
43976 99,50 59,00 18,50




MEDIANA DA LATENCIA DE LOCOMOGAQG (L1), EM SEG., DO GS15, NAS CONDIGOES PRE, POS1, POS2 e POS3

CONDICAO SUJEITO SESSOES
1 2 3 4 1 2 3 4
3,85 2,36 208 1,53 MEDIANA 65,74 3,56 325 289
493 2,58 2,36 1,92 QS 660,15 50,60 39,74 17,00
8,54 2,68 2,68 2,20 Qi 6,74 263 2,52 2,06
PRE 8,90 349 3,25 2,64 (Q5-Q) 653,42 47,97 37,22 14,94
122,58 3,63 3,25 3,14 DIF*1,5 980,12 71,96 55,82 22.41
420,30 15,20 7,00 4,00 QS+DiIF 13138 98,57 78,95 31,94
900,00 86.00 72,47 30,00 QS+DIF*1,5 1.6403 122,56 95,56 39,41
500,00 95,30 85,00 31,30 QI-DIF (64668) (4534) (34.70) (12.88)
QI-DIF*1,5  (973,30) (69,33) (53,30)  (20,35)
1 2 3 4
1,61 1,69 167 1,50 MEDIANA 3,25 289 3,04 2,69
1,69 2,21 1,92 1,81 QS 22,54 9,54 7,81 8,94
2,34 2,40 2,20 2,00 o 2,02 2,31 2,06 1,91
POS1 3,02 2,03 3,03 2,55 (QS-Qh 20,53 7.23 5,75 5,04
347 3,04 3,08 2,83 DIF*1,5 30,79 10,85 8,63 7,55
13,06 7,53 6,47 4,74 QS+DIF 4371 16,77 13,56 11,98
32,02 11,54 9,15 914 QS+DIF*1,5 53,3 20,38 16,44 14,49
156,00 63,00 19,92 9,71 GIDIF (18,51} (4,93 (3.69) (3,13
QI-DIF*1,5 (28,77) (8.54) {6,57) (5,65)
1 2 3 4
4,03 3,49 1,59 2.14 MEDIANA 21,77 5.60 3,37 3,24
6,29 4,20 2,38 2,29 QS 33,93 7,97 6,53 535
9,33 4,90 2,45 2,40 Ql 7.81 4,55 2,42 2,35
POS2 15,70 515 2,71 2,68 (QS-QN 26,12 3,42 411 3,01
27,84 8,05 4,02 3,80 DIF*1,5 39,18 512 6,17 4,51
30,98 7,53 5,59 4,74 QS+DIF 60,1 11,38 10,54 8,36
36.88 8,40 7.47 596 QS+DIF*1,5 73,1 13,09 12,70 9,86
66,56 13,75 7,93 6,53 QI-DIF (18,37) 114 (1,69) (0,66)
QI-DIF*1,5 (31,37) {0.57) {3.75) {2,16)
1 2 3 4
1,87 1,84 1,20 1,07 MEDIANA 2,03 2,22 1,61 1,72
2,00 2,16 1,37 1.08 QS 402 2,78 2,69 2,06
2,01 2,20 1,55 1,60 QI 2,01 2,18 1,46 1,34
POS3 2,01 2,22 1,77 1,69 (QS-QI) 2,02 0,60 1,23 0,72
2,05 2,22 2,04 1,74 DIF*,5 3,02 0,90 1,85 1,08
3,05 239 2,10 1,94 QS+DIF 6,0 338 397 2,78
499 3,17 3,28 2,18 QS+DIF*1,5 7.0 3,68 4,54 3,14
5,29 4,02 3,39 2,98 QI-DIF (0,01 1,58 D.23 0,62
QI-DIF*1.5 {1.02) 1,28 {0,39) 0,26




MEDIANA DA LATENCIA DE ESCOLHA (L.2), EM SEG. DO GS15, NAS CONDICOES PRE E POS1

CONDICAO  SUJEITO SESSOES
1 2 3 4 1 2 3 4
7.7 1,66 0,30 0,55 MEDIANA 34,43 13,70 9,35 4,29
9,50 2,65 1,36 1,00 QS 572,06 33,34 21,66 13,58
20,69 510 1,89 165 Ql 16,10 3,88 1,63 1,33
PRE 25,00 7.24 7.67 3,87 (QS-QN 555,06 20,46 20,03 12,25
43,86 20,15 11,03 4,70 DIF*1.5 83544 44,19 30,05 18,38
244,11 21,33 17,87 6,00 QS+DIF 1.120.0 62,80 41,85 2583
900,00 4534 25,44 21,15 QS+DIF*1,5 1.407,5 77,53 51,70 31,95
900,00 124,00 72,47 30,00 QI-DIF (541,87) {25,597 (18,41) (10,93
Q-DIF*1,5  (820,35) (40,32) (28.42)  (17,05)
1 2 3 4
1,72 117 117 0,30 MEDIANA 493 369 353 1.81
2,45 1,87 1,87 1,29 QS 12,57 7,80 511 3,20
3,22 2,32 2,22 1,28 Ql 284 2,10 2,05 1,29
POST 4,86 2,46 246 1,37 (QS-ON 9,73 5,71 3,07 1,91
5,00 4,91 2,60 2,25 DIF*15 " 14,60 8,56 4,60 2,87
16,10 544 491 3,17 QS+DIE 233 13,51 8,18 5,11
15,03 10,16 531 3,23 QS+DIF*1,5 27,2 16,36 9,71 6,07
28,00 42,00 21,00 10,00 QI-DIE 76,90 (GB1) 1,02 {0,62)
QI-DIF*1,5 (11,76) (6,46) {2,55) {1,58)
1 2 3 4
0.98 1,01 1.04 1,056 MEDIANA 2,78 3.64 1,79 1,37
1,72 1,45 1,23 1,21 Q8 9,35 9,40 547 2,06
1,75 2,24 1,54 1,29 Ql 1,74 1,85 1,39 1,25
POS2 2,26 3,30 1,63 1,30 (QS-Qn 7,62 7.55 4,09 0,81
3,30 3,97 1,05 1,44 DIF*1.5 11,42 11,33 6,13 1,22
6,99 814 3,11 1,98 QS+DIF 17,0 18,05 g 56 2,87
11,71 10,65 7,83 2,14 QS+DIF™.5 20,8 20,72 11,60 3,28
12,30 11,17 9,97 8,15 QI-DIF {5.88) 5,71) (2,70 0,44
QF-DIF*1,5 (9,69) (9,48) {(4,74) 0,03
1 2 3 4
2,05 1,52 1,06 0,51 MEDIANA 3.68 2,76 3 37 2.00
2,81 222 1,07 1,01 Qs 8,26 483 2,96 2,11
2,81 2,42 1,55 1,60 Ql 2,81 2,81 1,31 1,31
POS3 2,88 2,76 2,37 2,00 (QS-QR 545 2,02 1,65 0,80
4,48 2,76 2,37 2,00 DIF.5 8,18 3,03 2,48 1,20
4,52 346 2,50 2,07 Q5+DIF 13,7 6,85 4,61 2,01
12,00 6,20 342 214 QS+DIF*1,5 16,4 7,86 5,44 3,31
15,44 15,37 10,68 10,63 QI-DIF Z.64) 0.79 (0,24} 0,51
QI-DIF*1,5 (5,37} (0,22 (1,17) 0,11




MEDIANA DE L1, EM SEG., DO GE15, NAS CONDICOES PRE, POST, POS2 E POS3

CONDICAO SUJEITO SESSOES
1 2 3 4 1 2 3 4
2,30 2,30 1,32 2,07 MEDIANA 244 .06 30.50 4,40 2,81
4,67 3,64 1,57 2.09 QS 840,25 118,83 22,42 7,58
54,22 422 2,95 218 29,45 3,93 2,26 2,14
123,90 10,03 3.0 2,72 (Qs-Qh £10,80 114,90 20,16 5,45
PRE 244,06 30,50 4,40 2,81 DIF*1,5 1,216,20 172,35 30,24 8,17
775,47 34,07 4,40 3,90 GS+DIF 16510 233,73 4758 13,03
780,49 46,80 547 4,80 QS+DIF*15 '2.0564 291,18 52,66 15,75
900,00 191,06 39,37 10,36 QI-DIF (781,36) (110,97) (17.90) 3,31
a00,00 32014 130,00 3427 Q-DIF*M 5 (1.186,76) (168,42) (27,98) (6,03)
1 2 3 4
2,18 163 1,25 1,31 MEDIANA 4,67 3,10 3,10 2.53
2,74 1,97 1,85 1,70 Q8 23,88 12,80 10,59 6,17
3,04 2,37 2,34 2,11 Ql 2,88 217 2,10 1,94
4,54 2,85 2,54 222 (QS-QN 20.99 10,63 8,50 4,27
POS1 4,67 3,10 3,10 2,53 DIE* 5 31,48 15,95 12,74 5,40
7,50 3,91 392 255 QS+DIF 449 23,43 19,09 10,44
8,09 5,65 468 3,08 QS+DIF*,5 554 28,75 2333 12,57
39,66 19,95 16,50 9,26 QI-DIF (18,10) (8.46) {6,40) (2,36)
81,67 50,90 34,29 22,45 QI-DIF*1,5 (28,59) (13,78) {10,65) (4,49)
1 2 3 4
1,31 1,50 1,58 1,31 MEDIANA 481 4,24 2,75 2,63
2,72 2,57 2,30 1,67 QS 42 87 18,33 9,88 8,80
2,99 2,81 242 1,74 Q 2,86 2,69 2.36 1,71
3,20 3,08 2,49 2,44 (QS-Qh 40,01 15,64 7,62 7,10
POS2 4,81 4,24 2,75 2,63 DIF*1,5 60,02 23,45 11,43 10,64
8,72 7,84 4,94 2,76 QS+DIF 82,9 33,96 17,60 15,90
28,09 13,22 7,12 5,60 QS+DIF*1,5 102,9 41,78 21,41 19,44
57,64 23,43 12,84 12,00 QI-DIF (37,16)  (12,95) (5,26) (5,39)
234,06 148,53 14554 34,47 QI-DIF*1,5 (57,16)  (20,76) (9.07) (8,94)
1 2 3 4
1,45 1.3 174 141 MEDIANA 6,16 292 2,20 163
1,70 1,32 1,19 1,12 QS 51,78 28,26 7.23 5,95
2,25 1,51 1,48 1,16 Qi 1,98 1,42 1,34 1,14
4,590 2,40 1,50 1,60 (QS-Q) 49,81 26,84 5,86 4,81
POS3 5,16 2,82 2,20 1,63 DIF*1.,5 74,71 40,26 8.84 7,22
6,55 3,21 3,01 2,02 QS+DIF 101,6 55,10 13,12 10,76
6,565 476 4,67 2,72 QS+DIF*1,5 126,5 68,52 16,06 13,17
97.00 51,75 9,78 8,18 QI-DIF {47,83) (25,43) (4 56) (3.67)
156,49 73,97 19,50 9,60 QI-DIF*1,5 (72,73) (38,88) (7.50) (6.08)




MEDIANA DE L2, EM SEG., DO GE15, NAS CONDICOES PRE, POST, POS2 E POS3

CONDICAOD  SUJEITO SESSOES
1 2 3 4 1 2 3 4
3,00 1,61 1,87 1,06 MEDIANA 69,73 11,55 6,14 186
7.80 3,19 1,95 1,07 QS 262,93 66,04 38,39 6,41
20,35 447 2,14 1,08 Ql 14,13 3,83 2,05 1,08
22,81 8,80 423 1,29 (QS-QN 248,81 63,11 36,35 533
PRE 69,73 11,55 6,14 1,86 DIF*1,5 373,21 94,66 54 52 8,00
105,41 20,82 7,03 1,89 QS+DIF 511,7 136,04 7474 11,74
165,99 54,87 21,45 431 QS+DIF*1,5 636,1 161,59 92,91 14,40
359,87 79,00 5533 8,50 QI-DIF (33488)  (59,28) (34.30) (4,28
900,00 14864 62,31 16,52 QK-DIF*1,5 (359,08)  (90,83)  (52,47) (6,92)
1 2 3 4
337 1,58 0,64 1,21 MEDIANA 10,63 7.82 2.1 1,80
2,94 2,86 1,44 123 QS 2141 12,20 10,70 418
431 3,33 2,08 1,34 QI 3,63 310 1,76 1,29
468 3,50 2,10 1,62 (QS-Ql) 17,78 9,10 8,04 2,89
POSY 10,63 7.82 2,11 1,80 DIF*1,5 26,67 13,65 13,40 434
12,65 10,57 6,78 3,90 QS+DIF 392 21,30 19,63 7.07
18,50 12,18 9,32 395 QS+DIF*1,5 48,1 25,85 24,10 8,51
24,31 12,21 12,07 439 QIDIF (14,16) (6.01) (7.18) 1,61)
31362 2503 16,64 4,90 QRDIF*1,5 (23,050  {10,56)  (11,64) (3,05)
1 2 3 4
0.81 1,28 1,06 1700 MEDIANA 2,18 177 1,65 1,90
1,51 1,48 1,28 1,00 Q5 28,10 5,41 3,27 2,34
1,54 1,64 1,28 1,42 o 1,53 1,56 1,28 1,26
1,70 1,75 1,63 1,45 (QS-Ql) 26,58 3,85 1,99 1,08
PGS?2 2,18 1,77 1,65 1,80 DIF*,5 39,86 5,78 2,99 1,62
11,86 1,90 1,80 1,94 QS+DIF 54,7 6,26 5,26 3,42
14,05 4,05 1,84 2,04 QS+DIFM,5 68,0 11,19 6,26 3,96
42,15 8,77 4,70 2,63 QFDIF {25,05) 2,29) 0,71 6,18
106,21 11,24 11,06 530 QI-DIF*1,5 (38,34) (4,22) {(1,71) (0,37)
1 2 3 4
1,00 1,11 116 1,09 MEDIANA 3,82 2,37 2.63 1,62
165 1,13 1,18 115 QS 11,74 3,18 3,61 2,35
2,62 1,18 1,28 1,34 QI 214 1,16 1,23 1,25
3,00 225 2,27 1,57 (QS-Qf) 9,61 2,02 2,38 1,10
POS3 3,82 2,37 2,63 1,62 DIF*1,5 14,41 3,03 3,57 1,65
4.48 273 2,91 1,83 QS+DIF 21,3 5,20 5.69 3.45
10,00 2,92 3,20 2,05 QS+DIF*1,5 26,1 6,21 7,18 4,00
13,48 343 . 402 2,64 QI-DIF 7,47 (0,87 (1,15) 018
14,43 12,23 4,43 3,90 QI-DIF*1,5 {12,27) (1,88) (2,34) 0,40)




TABEV1%.XLS

PORC. (%) DE ESCOLHA CORRETA E INCORRETA EMITIDAS PELO GS

NAS CONPICOES PRE E POS1

SESSOES

COND. =~ SuUJ. 1 2 3 4
EC El EC El EC El EC El
314 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00
411 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00
412 50,00 50,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00
407 0,00 100,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00
460 66,67 33,33 50,00 50,00 100,00 0,00 100,00 0,00
464 100,00 0,00 50,00 50,00 100,00 0,00 100,00 0,00
319 0,00 100,00 100,00 0,00 100,60 0,00 100,00 0,00
406 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 50,00 50,00
PRE 408 100,00 0,00 50,00 50,00 100,00 0,00 100,00 0,00
462 50,00 50,00 50,00 50,00 100,00 0,00 100,00 0,00
463 0,00 100,00 100,00 0,00 50,00 50,00 100,00 0,00
465 50,00 50,00 50,00 50,00 ° 100,00 0,00 100,00 0,00
343 66,67 33,33 50,00 50,00 50,00 50,00 100,00 0,00
359 ] 100,00 0,00 100,00 0,00
317 50,00 50,00 100,00 0,00 100,00 0,00
345 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,60
MEDIA 52,56 47 44 70,00 30,00 87,50 12,50 96,88 3,13
EPM 41,30 41,30 31,62 31,62 28,87 28,87 12,50 12,50
314 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00
411 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00
412 50,00 50,00 100,00 0,00 106,00 0,00 100,00 0,00
407 0,00 100,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00
460 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00
464 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0.00
319 50,00 50,00 100,60 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00
406 33,33 66,67 50,00 50,00 50,00 50,00 60,00 40,00
PGS 408 100,00 0,00 100,00 £,00 100,00 0,00 100,00 0,00
462 100,00 0,00 160,00 0,00 50,00 50,00 100,00 0,00
463 100,00 0,00 100,00 0,00 66,67 33,33 100,00 0,068
465 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00
343 50,00 50,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00
358 100,00 0,00 50,00 50,00 . 50,00 50,00 100,00 0,00
317 33,33 66,67 50,00 50,00 100,00 0,00 100,00 0,00
345 50,00 50,00 100,00 0,00 50,00 50,00 160,00 0,00
MEDIA 72,92 27,08 90,63 9,38 8542 14,58 g7,50 2,50
EPM 33,82 33,82 20,18 20,16 2267 22,67 10,00 10,00




TABEV1%.XLS

PORC. (%) DE ESCOLHA CORRETA E INCORRETA EMITIDAS PELO GE

NAS CONDICOES PRE E POS1

SESSOES

CONDICA | SUJEITO 1 2 3 4
EC El EC El EC El EC El
367| 100,00 0,00f 100,00 0,00 100,00 0,00] 100,00 0,00
393 100,00 0,00 50,00 50,00 100,00 0,00] 100,00 0,00
413 50,00 50,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00
401} 100,00 0,00 100,00 0,00f 100,00 0,00{ 100,00 0,00
472 50,00 50,00] 100,00 0,00f 100,00 0,00] 100,00 0,00
473/ 100,00 0,00 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00
369 100,00 0,00f 100,00 0,00 100,00 0,00
409 50,00 50,00f 100,00 0,00} 100,00 0,00
PRE 370 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00
342 100,00 0,00 100,00 0,00f 100,00 0,00l 100,00 0,00
347 50,00 50,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00
403 50,00 50,00| 100,00 0,00f 100,00 0,00{ 100,00 0,00
469 100,00 0,00 100,00 0,00f 100,00 0,00f 100,00 0,00
471 33,33 66,67 100,00 0,00 50,00 50,00| 100,00 0,00
335 33,33 66,67 100,00 0,00 100,00 0,00
392 50,00 50,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00
405 33,33 66,67 50,00 50,00 50,00 50,00
MEDIA 71,79 28,21 80,39 19,61 88,24 11,76 91,18 8,82
EPM 27,54 27,54 27,79 27,79 21,86 21,86 19,65 19,65
367) 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00
393] 100,00 0,00] 100,00 0,00 100,00 000| 100,00 0,00
413| 100,00 0,00] 100,00 0,00] 100,00 0,00 100,00 0,00
401 0,00 100,00 100,00 0,00/ 100,00 0,00 100,00 0,00
472} 100,00 0,00 100,00 0,00{ 100,00 0,00f 100,00 0.00
A73 50,00 50,00f 100,00 0,00f -~ 106,00 0,00 100,00 0,00
369 100,00 0,00f 100,00 0,00f 100,00 0,00] 100,00 0,00
409| 100,00 0,00} 100,00 0,00f 100,00 0,00] 100,00 0,00
POS1 370 40,00 60,00f 100,00 0,00{ 100,00 0,00f 100,00 0,00
342 100,00 0,00f 100,00 0,00 50,00 50,00 100,00 0,00
347| 100,00 0,00 100,60 0,00l 100,00 0,00; 100,00 0,00
403| 100,00 0,00f 100,00 0,00 100,00 0,00f 100,00 0,00
463| 100,00 0,00} 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00
471 100,00 0,00{ 100,00 0,00 100,00 0,00] 100,00 0,00
335| 100,00 0,00] 100,00 0,00 100,00 0,00f 100,00 0,00
392 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00f 100,00 0,00
405 50,00 50,00 50,00 50,00 100,00 0,00 100,00 0,00
MEDIA 81,76 18,24 94,12 5,88 94,12 588 100,00 0,00
EPM 31,07 31,07 16,61 16,61 16,81 16,61 0,00 0,00




TABEV1%.XLS

PORC (%). DE ESCOLHA CORRETA E INCORRETA EMITIDAS PELO GS15
NAS CONDICOES PRE, POS1, POS2 E POS3

SESSOES

CONDICA | SUJEITO 1 2 3 4
EC El EC El EC £l EC El
319 0,00 100,00 100,00 0.00 100,60 0,00 100,00 ¢,00
406 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 50,00 50,00
408 100,00 0,00 50,00 50,00 100,00 ¢,00 100,00 0,00
PRE 462 50,00 50,00 50,00 50,00 100,00 3,00 160,00 0,00
463 0,00 100,00 100,00 0,00 50,00 50,00 100,00 0,00
465 50,00 50,00 50,00 50,00 100,00 0,00 100,00 0,00
317 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00
345 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00
MEDIA 33,33 66,67 62,50 37,50 75,00 25,00 87,50 12,50
EPM 40,82 40,82 35,36 35,36 37,80 37,80 23,15 23,15
319 50,00 50,00 100,00 0,00 100,680 0,00 100,00 0,60
406 33,33 66,67 50,00 50,00 50,00 50,00 60,00 40,00
408 100,00 0,00 100,00 6,00 100,00 0,00 100,00 0,00
POS1 462 160,00 0,00 100,00 0,00 50,00 50,00 100,00 ¢,00
463 100,00 0,00 100,00 0,00 66,67 33,33 100,00 G,00
455 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00
317 33,33 66,67 50,00 50,00 50,00 50,00 100,00 0,00
345 50,00 50,00 50,00 50,00 100,00 0,00 100,00 0,00
MEDIA 70,83 2817 81,25 18,75 77,08 22,92 95,00 5,00
EPM 31,81 31,81 25,88 25,88 25,10 2510 14,14 14,14
319 50,00 50,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,60
406 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00 66,67 33,33
408 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00 100,00 0,00
POS2 482 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 ©,00
463 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00
465 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 @,00
37 100,00 0,00 100,00 0,60 100,00 0,00 100,00 0,00
345 50,00 50,00 50,00 50,00 100,00 0,00 160,060 0,00
MEDIA 75,00 25,00 81,25 18,75 87,50 12,50 95,83 417
EPM 26,73 26,73 25,88 25,88 23,15 23,15 11,79 11,79
319 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,60 100,00 0.00
406 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00 100,0C 0,00
408 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00
POS3 462 100,00 0,00 100,00 0,00 50,00 50,00 100,00 0,60
463 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00
465 100,00 0,00 100,00 0,00 106,00 G,00 100,00 0,00
317 100,00 0,00 100,00 0,60 100,00 0,00 100,00 G,00
345 50,00 50,00 100,00 0,00 = 100,00 0,00 100,00 0,00
MEDIA 87,50 12,50 93,75 6,25 87,50 12,50 160,00 0,06
EPM 23,15 23,15 17,68 17,68 23,15 23,15 0,00 0,00




TABEV1%.XLS

PORC (%). DE ESCOLHA CORRETA E INCORRETA EMITIDAS PELO GE15

NAS CONDICOES PRE, POS1, POS2 E POS3

SESSOES
CONDICA |suUJEITO 1 2 3 4

EC El EC El EC El EC El

370 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00

342{ 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00

347 50,00 50,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00

403 50,00 50,00 100,00 0,00f 100,00 0,00 100,00 0,00

PRE 469 100,00 0,00 100,00 0,00} 100,00 0,00 100,00 0,00
471 33,33 66,67 100,00 0,00 50,00 50,00f 100,00 0,00

335 33,33 66,67| 100,00 0,00 100,00 0,00

392 50,00 50,00 100,00 0,00 100,00 0,00} 100,00 0,00

405 33,33 66,67 50,00 50,00 50,00 50,00

MEDIA 61,90 38,10 79,63 20,37 83,33 16,67 88,89 11,11

EPM 26,73 26,73 30,03 30,93 25,00 25,00 22,05 22,05

370 40,00 60,00 100,00 0,00 100,00 0,00] 100,00 0,00

342| 100,00 0,00 100,00 0,00 50,00 50,00 100,00 0,00

347 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00} 100,00 0,00

403] 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00] 100,00 0,00

POS1 469 100,00 0,00 100,00 0,00f 100,00 0,00 100,00 0,00
471 100,00 0,00 100,00 0,00[ 100,00 0,00 100,00 0,00

335 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00] 100,00 0,00

392 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00 100,00 0,00

405 50,00 50,00 50,00 50,00 100,00 0,00} 100,00 0,00

MEDIA 82,22 17,78 88,89 11,11 88,89 11,11 100,00 0,00

EPM 26,82 26,82 22,05 22,05 22,05 22,05 0,00 0,00

370 33,33 66,67 50,00 50,00f 100,00 0,00 100,00 0,00

342| 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00

347] 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00] 100,00 0,00

403| 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00] 100,00 0,00

POS?2 469 100,00 0,00 100,00 0,00l 100,00 0,00{ 100,00 0,00
471 100,00 0,00 100,00 0,00 50,00 50,00] 100,00 0,00

335| 100,00 0,00 100,00 0,00} 100,00 o,00] 100,00 0,00

392 50,00 50,00 50,00 50,00] 160,00 0,00] 100,00 0,00

405 50,00 50,00 100,00 0,00 100,00 0,00} 100,00 0,00

MEDIA 81,48 18,52 88,89 11,11 94,44 556f 100,00 0,00
EPM 28,19 28,19 22,05 22,05 16,67 16,67 0,00 0,00}

370 50,00 50,00 50,00 50,000 100,00 0,00 100,00 0,00

342| 100,00 0,00 66,67 3333 100,00 0,00 100,00 0,00

347] 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00

403] 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00] 100,00 0,00

POS3 469 50,00 50,00 100,00 o,00] 100,00 0,00{ 100,00 0,00
a7t| 100,00 0,00 100,00 0,00] 100,00 0,00 100,00 0,00

335 50,00 50,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00

392 33,33 66,67 50,00 50,00 50,00 50,00] 100,00 0,00

405 33,33 66,67 33,33 66,67 50,00 50,00 50,00 50,00

MEDIA 68,52 31,48 77,78 22,22 88,89 11,11 94,44 5,56

EPM 30,56 30,56 27,64 27,64 22,05 22,05 16,67 16,67




TABEV1%.XLS

NUMERC DE ESCOLHA CORRETA E INCORRETA DO GS, NAS CONDICOES PRE E POS1

SESSOES

SUJEITO

CONDICAO

El

EC

£l

EC

El

EC

El

EC

314
411
412
407
460
464

319
406
408
462

PRE

463
465

343
359
317

345

314
411
412

407
460
464
319
406
408
462

POS1

463
465
343
359
317

345




TABEV1%.XLS

NUMERO DE ESCOLHA CORRETA E INCORRETA DO GRUPQ EXPERIMENTAL, NAS CONDIGOES

PRE E POS1

SESSOES

SUJEITO

CONDICAO

=

EC

El

EC

£l

EC

£l

EC

367
383
413
401
472
473
369
409
370
342
347
403
469
471
335
392
405

PRE

367
393
413
401

472
473

369
409

370
342
347
403
469
471
335

POSH

382
405




TABEV1%.XLS

NUMEROG DE ESCOLHA CORRETA E INCORRETA DO GS15, NAS CONDICOES PRE, POST, POS2 e POSS.

SESSOES

SUJEIT

CONDICAO

El

EC

El

EC

El

EC

El

EC

318
406
408
462
463
4656

PRE

317
345

319
406
408
462
463
465

POSt

317
345

319
406
408

462
463
465
317
345

POS2

318
406
408
462

POS3

463
465
317

345




TABEV1%.XLS

NUMERO DE ESCOLHA CORRETA E INCORRETA DO Gi#15, NAS CONDICOES PRE, POS1T, POS2 E POS3

SESSOES

SUJEIT

CONDICAO

EC

El

£C

E}

£l

EC

El

EC

370
342
347
403
469
471
3358
392
405

PRE

370
342
347
403
469
471
335
392
405

POS1

370
342
347
403
469
471

POS2

335
392
405

370
342
347
403
469
471

POS3

335
392
405




