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RESUMO

O objetivo foi analisar substratos hormonais da variacdo de atividade geral
e de processos de habituagdo do comportamento exploratério a estimulagao
actstica ao longo de 24h, relacionando  variacbes diurna-noturna no
comportamento e nas concentragbes de melatonina (MEL) e corticosterona (B)
plasmaticos. A descricdo do comportamento utilizou um catdlogo de
comportamento de pombos em cativeiro, cuja elaboragdo ¢ descrita no
Experimento 1. No Experimento i, esse catalogo foi usado para analisar as
relagbes entre a variagdo da atividade geral nas 24h e as concentragdes
plasmaticas de MEL e B. Foram usados 40 pombos machos atribuidos ao grupo
de ciclo claro-escuro de 12h:12h (CE), com luz acendendo as 6h (n= 20) ou de
claro continuo (CC) (n= 20). O registro comportamental ocorreu em duas sessfes
de 5 min, as 3, 6, 9, 12, 15,18, 21 e 24h, em dois dias sucessivos, com gravagdo
em video para a posterior categorizagdo e quantificacdo da atividade geral.
Amostras de sangue foram coletadas para subgrupos (n=5) de pombos nos
mesmos horarios de observagdo comportamental. Analises radioimunolbgicas
foram usadas para avaliar as concentragdes hormonais plasmaticos de MEL (3, 6,
9, 12, 15,18, 21 e 24h) e de B (6, 12, 18 e 24h). O Experimento ili analisou a
habituagdo do comportamento exploratdrio a estimulos aclsticos. Foram usados
dois grupos de pombos, CE (n=64) e CC (n=64), divididos em subgrupos (n=8)
segundo a hora dos testes: 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 ou 24h. Os pombos receberam
sons (1000Hz, 83dB, 1s) a intervalos de 30s, em duas sessdes, com intervalo de
24h. Os resultados indicaram variagéo de atividade geral com um pico as 6h e 18h
e outro intermediaric as 12h (p < 0,05). Houve um robusto ritmo de MEL
piasmatica em CE, com diferengas significativas dia-noite (p < 0,001). Na situagdo
CC, a atividade geral € mantida em niveis mais elevados, exceto as 24h e 3h (p <
0,05). Em CC, a curva de concentracgdes medianas de B plasmatica mostrou um
padrdo similar ac de CE, porém com valores superiores (p = 0,002). Os dados do
Experimento (Il mostraram diferengas noite-dia na habituagdo em CE, com
habituacdo ocorrendo apenas durante a fase clara. Na situagdo CC houve
habituacao erm t0U0s 05 Tordrios excetuando=se a primeira sessdo das 21h e 24h.
O aumento das concentragdes plasmaticas de B em todos os horarios da situagdo
CC foi interpretado como indicativo de que a luz constante € estressante. As
relagbes entre os aumentos nas concentragbes de B e a diminuigdo das
concentragbes de MEL, com desaparecimento do seu ritmo caracteristico,
observadas na situacdo CC, refletiriarm uma interacdo entre as variagGes ciclicas
desses hormonios de modo a garantir a eficiéncia dos sistemas de ritmicidade
endogena do organismo. As interagOes desse substrato hormonal e os sistemas
neurais de ritmicidade biolagica resultariam na modulagdo do comportamento e da
aprendizagem de habituag¢do ac longo das 24h.



ABSTRACT

This work analyzed the diurnal variation of different behaviors, habituation
learning and plasmatic levels of melatonin and corticosterone in pigeons.
Experiment | describes the procedures for the elaboration of a behavioral
catalogue of pigeons maintained in home cages, in the animal's room under
laboratory conditions. Two other experiments were done, each one with had two
groups of animals: one submitted to a 12:12h light-dark cycle (LD), with lights on at
6:00 a.m and the other to constant light (LL) for a maximum of three days. In
Experiment Il both LD and LL groups, were observed in 5 min sessions at times 3,
6,9, 12, 15,18, 21 and 24h during two successive days. Behavior was video taped
in the home cages for posterior categorization and quantification. Radicimmune
essays were used to evaluate plasmatic hormonal levels of melatonin and
corticosterone. Blood samples were obtained at the same times of behavioral
observation. In Experiment [ll, animals were tested for habituation of the
exploratory behavior to a 1000Hz, 83dB, repetitive sound (30s), in two sessions,
with a 24h between-session interval. Both LD and LL birds were subdivided in 8
groups, each one tested at a different time (3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 or 24h). Results
indicated diurnal variation of general activity with peaks at 6h and 18h and an
intermediary one at 12h (p < 0,05) and a robust diurnal rhythm of plasmatic
melatonin (p < 0,001) under LD. Both of these rhythms disappeared under LL
conditions. The curve of median cummulative corticosterone plasmatic
concentrations was displaced to higher values under LL but showed a similar
pattern as in LD (p = 0.002). Habituation data for the LD condition indicated night-
day differences with habituation learning only during the day times. Under LL
conditions birds habituated to the sound at every time, except during the 21:00
and 24:00h sessions. Constant light is a stressful stimulus for pigeons as indicated
by the increase in the corticosterone levels. This change in corticosterone added to
the blunting of the melatonin rhythm in LL conditions may interact in a modulatory
way in order to guarantee an effective system of endogenous temporal
organization. This modulatory hormonal substrate may interact with the neural

__system of biological timing and contribute to the changes observed in the diumal

variation of general activity and habituation learning.



INTRODUGAO

. O estudo descritivo como etapa preliminar a analise funcional.

Desde Darwin (1872) pode-se constatar o uso de técnicas de observagéo
sistematica no estudo do comportamento animal e humano. Contudo, foi com o
reconhecimento da efologia, como uma éarea de dominio cientifico, que o
comportamento passou a ser estudado de modo objetivo, quantitativo e descritivo.

As questdes colocadas pela etologia, inicialmente consideradas como ©
estudo biolégico do comportamento animal, referem-se ao entendimento dos
determinantes bioldgicos da ocorréncia de um evento comportamentai, de sua
origem ontogenetica, de seu significado funcional e do porqué filogenético. O
conhecimento pormenorizado dos comportamentos tipicos da espécie a ser
estudada caracterizam uma etapa descritiva do comportamento. A listagem
desses comportamentos e suas descrigdes resultara na elaboragio do etograma
ou de catalogos de comportamentos.

Conforme € definido na literatura (Jones, 1972) um catdlogo de
comportamento consiste numa ordenag¢do de reagSes de um animal ocu de um
grupo de animais. A listagem e ordenagdo dos elementos componentes do
catalogo é feita a partir de uma descrigdo objetiva da topografia e funcéo de cada
reagdo dos animais em situagbes naturais ou de laboratdrio. Um catélogo de

comportamento definindo precisamente as unidades comportamentais que serdo
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observadas, registradas e analisadas é de fundamental importancia para a analise
do comportamento.

Um dos marcos da etologia € o trabalho mais antigo e, talvez, mais
exaustivo sobre o comportamento de pombos realizado por Charles Whitman
(1919). O extenso trabalho de Whitman é muito ilustrativo e informativo,
caracterizado, porém, porum sistema de observacgio assistematica, anedético, e
por uma linguagem bastante apreciativa o que coloca certas restricdes em termos
de objetividade do dado observacional.

Goodwin (1970) relata uma descrigdo do comportamento natural do pombo
Columba livia abordando aspectos comportamentais e contextuais que
caracterizam a sociabilidade, comportamento de auto-manutencao (comer, beber,
banho, banho de sol, limpeza, relaxamento e repouso), comportamento de
agress@o, territdrio e fuga, reconhecimenio da espécie e estampagem,
comportamentos sexuais e comportamentos reprodutivos (formacdo de pares,
seleg¢do do lugar do ninho, nidagdo, postura e incubagao, cuidados com o filhote).

A partir da década de 60, a andlise dos repertérios comportamentais

naturais dos organismos e as relagbes que esses padrdes naturais podem

apresentar com os padrées mostrados em laboratorio passaram a receber grande
énfase (Bolles, 1970; Seligman, 1970, Seligman & Hager, 1972). Implicito em tal
énfase esta o interesse pela utilizagdo da observagéo direta para a analise
descritiva do comportamento em situacGes naturais, semi-naturais ou de

laboratorio. Esse procedimento permite, ndo s6 a obtengdo de dados
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complementares, como também uma maior integragdo das investigacGes
etolégicas e experimentais do comportamento.

As ciéncias que estudam o comportamento preocupam-se primordialmente
em analisar as interagbes de um organismo bioldgico com os eventos ambientais
(Skinner, 1953, 1981; Catania, 1999). A partir dessa analise os estudiosocs do
comportamento obtém os dados fundamentais para explicar questées basicas, tais
como: Como o comportamento ocorre? Por que o comportamento ocorre? Como
o comportamento ou a probabilidade de ocorréncia de um comportamento é
modificada? Que fatores internos ou externos podem influenciar a ocorréncia de
um comportamento? A resposta a primeira questdo é fornecida através de
estudos descritivos do comportamento. Nestes, utilizando técnicas de observacéo
direta o estudioso identifica as formas (topografia) caracteristicas da ocorréncia de
uma resposta e tambeém as fungdes dessa resposta no seu ambiente. As demais
questdes sdo respondidas por meio de estudos experimentais em que o controle e
a manipulacdo de varidveis podem permitir uma andlise funcional do
comportamento.

Atualmente, o estudo do comportamento do ponto de vista bioldgico,
reaiizédo pelé etologia é pela neuroetologia, tem como objetivo realizar uma
analise exaustiva do comportamento desde os niveis mais elevados de integracéo
até suas bases mais elementares, ao nivel do neurdnio, efetores e moléculas
(Tinbergen, 1951; Sabbatini, 1977). Por outro lado, a analise experimental do
comportamento que tem se caracterizado pelo estudo exaustivo das relacBes

funcionais entre eventos ambientais e comportamentais também tem uma
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abordagem biocomportamental. Nestes estudos, os pombos tém sido usados
muito freqlientemente como sujeitos, e inlimeros comportamentos vém sendo
ndmero crescente de discussbes tedricas e experimentais sobre as interacbes

entre variaveis filogenéticas e ontogenéticas no condicionamento {Bolies, 1970;

Ferarri et al., 1973; Seligman & Hager, 1972).

IL. Comportamento, Aprendizagem e memoéria

O comportamento € resultado de uma interagdo entre fatores biolégicos e
ambientais. Os fatores bioldgicos inatos, pre-programados geneticamente
resultam de processos de selecdo natural relacionados com a adaptacdo da
espécie ao meio. A experiéncia individual dos organismos com os fatores
ambientais resulta em aprendizagem e envolve processos de aquisicdo de
conhecimento acerca do mundo.

Se os conhecimentos adquiridos sdo armazenados e recuperados falamos
reter ou arquivar o que foi aprendido no organismo, ficando assim disponivel para
a utilizagdo posterior (Rosenzweig, 1996). A observacdo e a medida das
mudangas comportamentais decorrentes do aprendizado, constituem a principal
evidéncia dos processos de memoria. Fstes dois processos caracterizam-se como
o meio mais importante pelo qual o ambiente altera o comportamenioc e

disponibiliza-o para utilizag@o posterior, tendo como fungdo a adaptacdo dos
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organismos a circunstancias particulares (Kupfermann, 1991; Rosenzweig &
Leimann, 1982; Toledo 1989; Valentinuzzi, 1993; Valentinuzzi, 1999).

O aprendizado pode ser classificado em associativo e ndo associativo,
quando se consideram critérios de procedimentos ou como ocorrem. A
aprendizagem associativa & descrita como aquela em que se estabelecem
relagbes entre estimulos diferentes ou entre comportamentos e estimulos. Estas
relagoes estimulo-estimuio podem ser investigadas por meio do condicionamento
classico. As relagbes respostas-estimulos sdo avaliadas por meio do
condicionamento operante.

A aprendizagem n&o associativa é definida como modificacdo do
comportamento sem o estabelecimento de relagdes evidentes entre estimulos ou
entre estimulos e comportamentos, tal como ocorre na sensitizacdo e na
habituagéo.

Sensitizagdo e o incremento de uma resposta frente a apresentagdo de um
novo estimulo ou a alteracao stbita na intensidade ou freqgliéncia de um estimulo
ja conhecido do organismo (Kupfermann, 1991).

Habituag&o € uma das mais elementares formas de aprendizagem que se
caracteriza por um decremento de respostas quande um estimulo &
continuamente apresentado ou repetido com aita freqUéncia. (Groves &
Thompson, 1970; Thompson & Spencer, 1966). A reducgio de respostas frente a
um estimulo, sem significado funcional, tem valor adaptativo para o organismo,
uma vez que continuar respondendc a ele implicaria dispéndio energético

desnecessario.
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Um dos mais abrangentes estudos sobre habituagéo foi realizado por

Sharpless & Jasper (1956), que mediram a reacdo de alerta de gatos, frente a

estimulos sonoros, através do registro das ondas cerebrais por meio de eletrodos.

Depois deste trabalho ocorreu uma sucessdo de outros experimentos e foram
analisadas, por exemplo, respostas de orientagdo, sobressalto e potenciais
evocados, tanto em organismo intactos como em animais com diferentes areas
cerebrais lesada (Adamo & Bennett, 1967; Buzsaki, 1982; Davis & Gendelman,
1977; File, 1973; Fox, 1979: Glickman & Sroges, 1966; Groves & Thompson,
1970; Hamassaki & Britto, 1987; Kandel et al., 1991: Kéhler, 1976; Patterson &
Petinovich, 1979; Sokolov, 1960; Toledo, 1989; Toledo E Ferrari, 1991;
Valentinuzzi, 1993; Leaton, et al., 1985; Plappert et al., 1993: Xavier et al., 1991).
Se consideramos o volume de estudos de habituagio em aves, pode-se
afirmar que € comparativamente inferior aqueles focalizados em mamiferos.
Contudo, tal como em mamiferos os estudos com aves tém contribuido para o
conhecimento da organizagdo neural desse processo de aprendizagem. Neste

sentido, respostas de orientagdo a estimulos acuUsticos ou luminosos vem sendo

bastante utilizados (Adamo & Benett, 1967; Hamassaki & Biritto, _‘_IQE_B_?;_TQ_Ee_do &

Ferrari, 1991, Fornel, 1994). A resposta de orientacdo faz parte do comportamento
exploratorio que tem uma relacdo direta com a apresentagdo de estimulos novos.
A exploragdo garante a inspegdo, a localizagdo, a identificacdo e a avaliagao
precisa de eventos ambientais (Berlyne, 1960; Buzsaki, 1982; Sokolov, 1960). O
comportamento exploratodrio tem componentes vegetativos, reflexos e operantes e

relacionam-se de maneira direta com a novidade e a intensidade do estimulo. A
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exploragao também tem sido relacionada com a curiosidade animal (Glickman &
Sroges, 1966). Os comportamentos reflexos, relacionados com apresentacédo de
estimulos, que precedem as reagbes exploratérias caracterizando-se portanto
como comportamentos pre-exploratérios, vém sendo também estudados. Num
contexto mais amplo, estudos de habituacdo em aves revestem-se também de
importancia numa perspectiva comparativa/evolutiva em diferentes organismos.
Toledo & Ferrari (1991) investigaram o papel de estruturas telencefalicas no
processo de habituagdo a sons em pombos. Tanto sujeitos experimentais (EXPE)
como controles recebiam estimuios sonoros de 1000Hz, 110dB, 1s (estimulo A)
em intervalos de 30 segundos, até que se verificasse 10 apresenta¢des do som
sem ocorréncia de comportamento -exploratéric (critério de habituacao).
Decorridas 24h, eram apresentados 10 estimulos A e em seguida introduzia-se o
estimulo sonoro B (500Hz, 110dB, 1s) mantido até que o critério de habituacio
fosse atingido. Novamente apds 24h, os pombos EXPE sofriam a cirurgia de
destelencefalagdo e seguidos 10 dias de recuperacdo eram retestados. Os
resultados indicaram que, embora apds a ablacdo telencefalica um mesmo padrido
de curvas de habituacdo fosse obtido verificava-se uma aceleragéo da habituagao,
t;ﬁt;) ;:;a.ra oestfmuioA c;omc.a. pafa o. B. O.s dadéé forém interpretados como
indicativos de uma interagao de efeitos facilitatdrios da habituagéo, devido a les3o,
e efeitos de longo prazo da aprendizagem anterior a lesfo. Considerando a
extensdo da leséo telencefalica, a aprendizagem ocorrida antes da lesdo estaria
atuando por meio de estruturas subtelencefalicas que participam do processo de

armazenamento da informagdo. A lesfo interferiu na modulagdo do
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comportamento exploratério mas n&o impediu a recuperagao da informacéo
relativa ao estimulo apresentado antes da cirurgia.

O estudo de Toledo & Ferrari levantou questdes que foram estudadas por
Fornel (1994). Foram realizados dois experimentos, utilizando os mesmos
estimulos e 0 mesmo critério de habituagéo. Grupos experimentais e controles
foram primeiramente submetidos 2 destelencefalagdo ou simulagdo da cirurgia,
respectivamente, e apés o periodo de recuperacéo foram expostos a estimulos A
(1000 Hz, 110 dB, 1s) na primeira sesséo e B (500 Hz, 110dB, 1s) na segunda,
ou vice versa. Todos os grupos mostraram aprendizagem de habituacio,
independente da seqiiéncia de exposicdo aos estimulos e da integridade do
telencéfalo. A ordem de apresentac@o de estimulos também ndo interferiu na
velocidade de habituagdo. Os dados replicaram as observagdes de Toledo &
Ferrari (1991) e forneceram indicagdes dos possiveis efeitos de habituacdo a
longo prazo ou efeitos de aprendizagem entre as sessdes.

Valentinuzzi & Ferrari (1997) analisaram a variacdo diurna e noturna da

aprendizagem de habituagdo em- pombos utilizando os mesmos procedimentos.

Demonstraram que animais treinados A& noite ndo mostraram habituacdo intra-

sessdo e nem habituagdo mais rapida em fuzngéo de repeticdo das sessdes.
Somente animais testados ou retestados pela manha atingiram os critérios
experimentais de habituacdo durante a primeira sessdo ou mais rapidamente na
segunda sess&o. Os dados sugeriram uma possivel organizacdo temporal no
processo de habituagao da resposta de exploragcdo a sons em pombos, situando a

discusséo no contexto da analise de fatores temporais na aprendizagem. Em um
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segundo experimento em que pombos foram expostos a dois dias de claro
constante a diferenca noite-dia na habituagdo observada em condicdes de CE
‘desapareceram. Estes dados sugeriram uma influéncia direta do ciclo claro-escuro
na habituacdo a sons em pombos. Ao mesmo tempo foram levantadas questes
sobre os possiveis efeitos da Melatonina (MEL) e da corticosterona (B) neste fipo
de aprendizagem. Ou seja, os pombos expostos a claro constante poderiam estar
sofrendo alteragGes nas variagbes ritmicas hormonais, principalmente destes dois
hormdnios, que poderiam estar influenciando o resultado encontrado. Ao mesmo
tempo, nos testes noturnos as concentracBes mais elevadas de MEL, em

comparagdo com a manha, poderiam ter alguma fungdo modulatéria sobre os

processos observados.

L. Sistemas fisiolégicos e ritmicidade circadiana

A habilidade que iodas as espécies possuem de mudar seu comportamento

ao longo das 24 horas € um dos mais 6bvios fenbmenos adaptativos (Turek,

1904). O conceito de adaptagao refere-se a processos pelos quais uma populagdo

muda e ajusta-se adequadamente ao ambiente, garantindo a sobrevivéncia da
espécie (Futuyma, 1991). A adaptagdo é considerada como uma conseqiéncia
evolucionaria da ac¢do da selegdo natural na diversidade individual genética
(Avers, 1989). E logico assumir que durante a selecdo natural os organismos
tiveram que se adaptar as oscilagBes ambientais ciclicas. Estas oscila¢des estdo

correlacionadas com as mudangas ocorridas no meio ambiente devido & rotagéo
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da terra em seu eixo (Moore-Ede et al, 1982). Muitas destas flutuagbes, no
entanto, n&o sdo aparentes, pois envolvem aspectos do meio interno dos
" organismos.

inimeros estudos tém demonstrado gue basicamente todas as variaveis
bioguimicas e fisioldgicas possuem ritmicidade (Cipolla-Neto, 1988). Assim, muitos
hormédnios, por exemplo, possuem flutuagbes circadianas, isto &, sdo liberados
demonstrando um ritmo que dura aproximadamente 24 horas (Van Cauter &
Aschoff, 1989; Van Cauter ef al., 1992). Outras variaveis circadianas, no entanto,
sao mais facilmente percebidas sendo que a alternancia entre atividade e repouso
constitui uma das mais evidentes flutuagées deste tipo.

Uma caracteristica notavel destes ritmos circadianos & que sdo0 observados
na maioria dos seres vivos estudados e nao representam uma simples resposta do
organismo as mudangas fisicas do ambiente, imposta pela alternancia entre o
claro e o escuro, embora sejam por ele sincronizadas. Os ritmos surgem de um
sistema temporizador interno, os chamados relégios biolbgicos (Pittendrigh, 1965,

1981). A existéncia de temporizadores pode ser comprovada por estudos nos

quais diferentes sujeitos experimentais foram colocados em condicdes

experimentais constantes, sem que nenhuma pista temporal do ambiente
pudesse influenciar estes relégios. Foram realizados experimentos inclusive na
cavernas e nos polos, visando eliminar ou atenuar pistas temporais tais como
flutuacOes diarias da pressdo atmosférica ou mudangas no campo geomagnético
(Marques, ef al, 1997). Os resultados obtidos indicaram que mesmo em

condigdes experimentais constantes os sujeitos estudados mantinham ritmicidade
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circadiana, por dias, meses ou anos, dependendo da espécie e das condicdes
experimentais. Estes ritmos, chamados ritmos de livre-curso sdo a expressdo de
relogios bioldgicos endogenos (Cassone, 1990). Esta caracteristica enddgena dos
ritmos permitem ao organismo prever e preparar-se tanto fisioldgica quanto
comportamentalmente para enfrentar as mudancas fisicas do ambiente
associadas com a alternancia dia/noite (Turek et al., 1995; Marques et a/., 1997).
As mudancas diarias do meio ambiente sincronizam os ritmos endégenos
dos organismos, ajustando-os. Esta relagdo existente entre os ritmos endégenos e
os ciclos ambientais é extremamente importante para a sobrevivéncia da espécie
assegurando que o organismo esteja preparado bioquimica, fisiolégica e
comportamentaimente nos diferentes momentos do dia. Assim podemos
facilmente perceber que algumas espécies séo ativas durante a fase clara do ciclo
claro-escuro e permanecem inativa na fase escura (animais diurnos), enquanto
outras, estdo ativas na fase escura e inativas na fase clara deste ciclo {animais
noturnos). Diversas alteragbes do ambiente sfo capazes de arrastar os ritmos
endogenos, impondo a eles seu periodo. Estes fatores foram denominados
zertgebers neoiogtsmo aleméao que sngmflca doador de tempo (Aschoff 1951)
Sao exemptos de zeltgebers as flutuagdes caracterls’ticas do meio fisico, entre
elas o ciclo claro-escuro e a variagdo de temperatura, e/ou flutuagdes do meio
biolégico-social, tais como a alternancia entre presenga e auséncia de alimento,
de parceiro sexual e da mée (Aschoff, 1954; Gimenes et al.,, 1993; Marimuthu et

al., 1981; £skes, 1982; Viswanathan, 1989).
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Alem de atuarem como zeitgebers promovendo ajustes nos reldgios
bioldgicos por meio de mecanismos biologicos especificos, os fatores ambientais
podem ter, também, uma acdo direta sobre o ritmo expreséo, modificando-o sem
que ocorra © envolvimento de relogios bioldgicos. Este fenémeno foi dénominado
de mascaramento por Aschoff (1960). O fato dos relogios biocidgicos serem
geneticamente determinados e ajustados por zeitgebers especificos confere ao
organismo uma adaptagdo temporal rigidamente controlada, ou seja, os
componentes do sistema circadiano, o periodo em livre curso e as relagbes de
fase com o ambiente sdo marcadamente constantes em individuos da mesma
especie. Assim, o mascaramento adiciona flexibilidade ao sistema circadiano.

Page (1989) sugeriu que o mascaramento permite o ajuste temporal fino
das espécies ao ambiente, sendo, portanto, ecologicamente relevante. Uma
interessante revis&o sobre os principais estudos do mascaramento e seus efeitos
em ritmos bioldgicos € apresentada por Marques ef al. (1997). Estes autores
consideram queé o mascaramento pode ocultar o verdadeiro ritmo bioldgico ou o
verdadeiro zeitgeber, tratando-se, portanto, de um grande problema nos estudos
cronobioldgicos. Ressaltaram, no entanto, o import_ant_e papel__dp_m_as_ga_ramgnto
Mna “ad.aptagé.o temporal, pois confere plasticidade aos sistemas ritmicos, uma vez
que permite aos organismos responderem a um evento ambiental, sem gue este
evento seja ciclico e altere os relogios bioldgicos. O mascaramento ocorreria
através de um sinal ambiental ao qual o organismo ¢ sensivel. Ao contrario do que
ocorre com o0s ritmos arrastados por zeilgebers, a resposta a um agente

mascarador nao teria carater antecipatorio, ou seja, o organismo responde a0
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estimulo ambiental instantaneamente mas nfo antes dele. O valor adaptativo do
mascaramento, deve ser considerado na medida em que, enquanto o
arrastamento € um mecanismo de sincroniza¢ao geral do individuo ao ambiente, o
mascaramento pode ser importanie para o ajuste fino dos ritmos biolégicos, como
sugeriu Page (1989). Marques & Waterhouse {1994) propde que tendo em vista
que organismos da mesma espécie respondem de maneira caracteristica e
constante 2 um mesmo agente mascarador, 0 mascaramento pode atuar junto
com o zeitgeber, melhorando a capacidade que o organismo tem de se ajustar ao
ambiente.

Os ritmos biologicos de um mesmo organismo costumam apresentar uma
relagdo de fase’ caracteristica entre si, ou seja, uma ordem temporal interna
(Marques et al., 1997). Segundo Turek (1994) os relogios biologicos funcionariam
como condutores de uma orquestra sinfénica, pois promoveriam a organizagdo
temporal interna assegurando que as mudangas internas acontegam de maneira
coordenada uma com as outras, e sincronizadas com o ambiente externo. Durante
muitos anos, principalmente a partir da década de 60, inimeros fisiclogistas
demonstraram interesse em entender como o ciclo claronescuro reguiava a
r:tmicldade cwcadlana e qual ouquais senarﬁ as estrﬁturas responsaveis peio

ritmo enddgeno exibido pelos organismos.

' “distancia (diferenca) temporal entre dois eventos {fases) de um ou dois ritmos™ em Marques &
Menna-barreto, 1897, pp 275.
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v, Considerac¢des sobre o sistema circadiano de vertebrados

Sabemos, atualmente, que em mamiferos o relégio mestre, que controla e
coordena quase todos os ritmos circadianos endogenos, esta localizado em dois
nucleos bilaterais no hipotalamo anterior, os ntcleos supra-quiasmatico (NSQ). Os
estudos do papel do hipotadlamo na regulagdo da ritmicidade circadiana iniciaram-
se com Richter (1965, 1967), que demonstrou que lesdes no hipotalamo anterior
afetavam processos ritmicos. O trato retino hipotalamico que se inicia na retina e
termina no NSQ, descrito por Moore & Lenn (1872), € uma das mais 6ébvias vias
aferentes do sistema circadiano. O NSQ recebe ainda projecdes indiretas
provenientes do nucleo geniculado lateral, que faz parte da via visual primaria
(Moore-Ede et al., 1982; Takahashi & Menaker, 1992; Norgren, 1990). A conexso
neural entre a retina e os NSQ é uma forte evidéncia da supremacia do ciclo claro-
escuro como o agente sincronizador.

Depois dos trabalhos pioneiros de Moore & Eischler (1972) e Stephan &

Zucker (1972) que demonstraram que lesdes no NSQ aboliam ritmos de atividade-

repouso, de secre¢do de corticosterona e de ingestéo de liquidos, muitos outros

.t.u.’abafhos foram reaﬁzados. Assim; lesbes no NSQ em ratos e hamsters alteram
os ritmo de secregdo de inimeros horménios, ritmos de atividade locomotora,
ritmos de sono e vigilia, ritmos de temperatura corporal, dentre outros (Moore,
1983; Rosenwasser & Adler, 1986; Rusak & Zucker,1979: Turek, 1985). O NSQ
apresenta também ritmicidade in vitro, tanto para parametros bioelétricos (Ralph et

al., 1990) como neuroquimicos (Turek & Van Cauter, 1988). Transplantes fetais de
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NSQ em animais com estes nicleos lesionados restauram a ritmicidade perdida
(Ralph et al., 1980). Apesar do NSQ ser o dGnico oscilador identificado em
mamiferos existem dados que sugerem a participacdo de outros ociladores na
determinagdo de alguns ritmos bioldgicos (Linden,1991; Krieger et al., 1977; Fuller
et al., 1981). Existem sugestdes de que estruturas hipotalamicas, come os nticleos
ventro-medial e lateral atuem como osciladores circadianos (Aguilar-Roblero &
Drucker-Colin, 1987). Embora nao esteja bem estabelecido como o NSQ, de
mamiferos, transmite a informagéo temporal endégena, quando em condigbes de
livre curso, ou sincronizada a todo o organismo, acredita-se que comunicaco
envolva sinais hormonais ou neuro-hormonais (Turek, 1994).

Outra estrutura importante do sistema temporizador de mamiferos é a
gléndula pineal. Esta gléndula secreta um hormdnio chamado melatonina (N-
acetil-5-metoxotriptamina), durante o escuro. Este hormdnio, também secretado
pela retina, influencia a regulagéo circadiana e sazonal de uma variedade de
processos fisioldgicos e comportamentais (Reiter, 1991; Cassone, 1990; Krause &
Dubocovich, 1990). Contudo, essa glandula que se caracteriza essencialmente

como fotorreceptora em peixes, anfibios, répteis e aves, é um érgéo

exciusi.vamen.te endocrino nos mamfferos (Underwood & Gross, 1982). Assim, as
condictes determinantes para a ocorréncia da produgdo ritmica de MEL pela
pineal & dada pelas relacdes neurais existentes entre 0 NSQ e a referida glandula
(Binkiey,1988).

Em aves, por outro lado o sistema circadiano € bastante complexo

envolvendo sistemas oscilatorios inter-relacionados e fotorreceptores que recebem
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informacgdes acerca da luminosidade do ambiente e arrastam estes osciladores

(Gwinner, 19898). Pelo menos quatro estruturas fazem parte do sistema circadiano

‘de aves: olhos, pineal, nicleos do hipotalamo tuberal e fotorreceptores encefalicos

(Turek, 1994 Takahashi & Menaker, 1984; Takahashi ef al., 1980, 1992, Cassone
& Menaker, 1984). A lesdo combinada de tais estruturas nem sempre resulta em
arritmia total, indicando que existem outros osciladores (Rusak, 1981). Inimeras
pesquisas anatbmicas e fisiolégicas indicaram que os nlcleos do hipotalamo
lateral s&o homologos ao NSQ de mamiferos {Cassone & Moore, 1987, Cassone,
1988. Cassone ef al. , 1990; Cassone & Brooks, 1991). Assim, Cassone ef al.
(1995), denominaram estes nlcleo de nlcleos supraquiasmatico visual (VNSQ).

A glandula pineal das aves sintetiza e secreta MEL com um ritmo
circadiano intrinseco. Este ritmo continua se manifestando in vitro, sem perder a
sincronizac@o com o ciclo claro-escuro (Binkley, et al. 1978; Kasal et al. 1979;
Deguchi 1979; Ebihara & Kawamura, 1981). Como o grau de importancia e a
hierarquia das estruturas do sistema temporizador de aves variam dependendo da

espécie estudada (Norgren, 1990) o estudo deste sistema torna-se dificil.

Cassone & Menaker (1984) propuseram um modelo para e_;_(plic__:al_f como

ocorre a interacdo das estruturas circadianas em aves. Segundo este modelo,
chamado de sistema de regulagdo neuroendécrina, durante o dia subjetive o
vNSQ inibiria a pineal e os osciladores oculares, por meio de uma via neural
multissinaptica que incluiria o ganglio cervical superior. Durante a noite, a

atividade do vNSQ seria inibido pela liberagdo de MEL na circulagdo sangiiinea
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pela pineal. Este sistema neuroenddcrino sincronizaria os maitiplos osciladores

garantindo a estabilidade e a precisdo do sistema circadiano.

V. Relagbes entre ritmos comportamentais e concentragdes plasmaticas

de Melatonina e Corticosterona em Aves

Ritmos circadianos de atividade locomotora (Ebihara & Kawamura, 1981),
comportamento alimentar e comportamento de subir no poleiro (Beldhuis et al.,
1988; Chabot & Menaker, 1987) ja foram descritos em diferentes espécies de
aves. Além disso, um conjunto de dados de interesse para a organizagio temporal
do comportamento em aves tem origem em trabathos relacionando ritmos
comportamentais e concentracdes de MEL plasmaticas.

A administracdo constante de MEL promove a supressdo do ritmo
circadiano e a redugéo de atividade locomotora em pombos (Ebihara et al., 1984).
Em pardal, a pineal € um marcapasso circadiano envolvido com a atividade
locomotora, a temperatura corporal € o comportamento alimentar. A pinealectomia
(PX) abole estes ritmos em condagoes de escuro constante (B;nkley ez‘ al 1971
Chabot & Menaker 1987 Ebihara & Kawamura 1981; Funchs, 1983; Gaston &
Menaker, 1968; Gwinner, 1989; Mcmillan, 1972). Em estorninhos, embora o ritmo
de secrecdo de MEL seja abolido (Janik et al.,1992) apds a PX, os ritmos
circadianos do comportamento alimentar, locomotor e de subir no poleiro
permanecem intactos, em condi¢Ses de escuro constante (Gwinner et al. 1987;

Gwinner & Benziger, 1978;). Isso indica que o ritmo destas variaveis
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comportamentais sdo independentes do ritmo de MEL plasmaticos. A PX também
nao e eficiente para abolir ritmos circadianos de atividade locomotora, em
condigbes de escuro constante, em galinhas (Macbride, 1973), cordoniz japonesa
(Simpson & Follet, 1981) e pombos (Ebihara ef al. 1984).

Em pombos foi demonstrado que a retina também secreta MEL de maneira
ritmica (Ebihara et al.,1984 e 1987; Foa & Menaker, 1988: Hamm & Menaker,
1980; Oshima et al., 1987 e 1989;Underwood ef al., 1984; Underwood & Siopes,
1984 e 1985;). Assim, o ritmo de secrecdio de MEL nao é perdido apés a PX.
Somente quando realizadas a PX e a enucleagao (EX) conjuntas é que o ritmo de
MEL plasmatico e eliminado e a atividade locomotora de pombos, colocados em
condigbes constantes, torna-se arritmica. Porém, como o ciclo claro-escuro é
eficiente para restabelecer a ritmicidade deste comportamento, sugere-se a
existéncia de fotorreceptores localizados em estruturas diferentes da retina e da
pineal (Ebihara, ef al., 1987; Foa & Menaker, 1988).

Do mesmo modo que a PX e EX, a exposicdo de pombos a luz intensa
(2000 lux) constante também elimina o ritmo de MEL plasmatico resultando em
perda de rztmlczdade csrcadzana de at:vsdade Iocomotora e comportamento
”ailmentar (Yamada et al. 1988) Luz constante (1000 lux) também & eficiente para
interromper o ritmo de subir no poleiro e o ritmo do comportamento alimentar em
estorninhos (Ganshirt et al., 1984).

Variagbes ciclicas na producdo dos glicocorticides, que atingem valores
maximos ao amanhecer, assim como, uma inter-relagdo entre a pineal e a adrenal

tem sido descrita para mamiferos (Champney et al., 1985 a, b; Khan et al., 1990:
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Rijnberk & Mol, 1989; Van Cauter, 1989). Ritmicidade na secrecdo de
corticosterona, semelhante & verificada em mamiferos, tem sido demonstrada em
algumas espécies de aves (Chan & Phillips, 1973; Joseph & Meier,1973; Meier et
al., 1978). Da mesma forma, uma inter-relacéo entre a pineal e a adrenal, também
tem sido postulada.

Foi demonstrado que a administragdo exégena de MEL durante o dia
interfere na produgao de catecolaminas pelo medula da adrenal em aves (Mahata
et al, 1988). A analise da glandula adrenal de pombos, por espectroflucrimetria,
realizadas 50 min e 24h apods serem administradas doses intraperitoniais de MEL
(200ug/100g peso corporal) indicaram aumento de 69% e 60% na B produzida,
respectivamente (Mahata & De, 1991). Além disso, em aves a B, assim como a
MEL, tambem tem sido associada & redugéo de atividade (John & George, 1990;
Michell et al., 1986). Buttener et al. (1991) demonstraram que a administracéo de
B aumentava a quietude e tranqlilidade de pombos, que reagiam menos a
presenca de humanos e a manipulagdo experimental.

De um modo geral, esse conjunto de dados indicam a existéncia de uma
relagdo inversa entre as fases de inimeros ritmos comportamentais (locomotor,
a.l.fr.n.e.n%ér e sublrﬂo blcﬁéir“cll)me”as; cbﬁc.:eﬁ’[.ré.éées plas.méticas. de MEL. Ao mesmo
tempo, a B, um outro hormdnio secretado em maiores quantidades durante o
periodo de escuro do ciclo claro-escuro, também, estaria vinculado a redugic de
atividade metabdlica e aumentoc de quietude em aves que s&o animais diurnos.
Estas evidéncias colocam questGes referentes aos tipos de interacbes

modulatérias entre a MEL e B. Neste sentido, um trabalho que busque relacionar
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as concentragbes plasmaticas de MEL e B, e a variagao diurna/noturna dos
comportamentos de pombos pode indicar questdes relevantes quanto a essas

“interagoes.

Vi Evidéncias de organizagdo temporal nos processos de aprendizagem

€ memoria.

Como discutido acima, a ritmicidade das variaveis fisiologicas tem a
finalidade de preparar antecipadamente o organismo as alteragdes do dia e da
noite. Assim, © estado geral bioguimico/fisiolégico varia de uma hora para outra
determinando uma diferenga na capacidade do organismo de perceber o meio,
processar informacgGes e emitir respostas adequadas frente a estimulios do meio
ambiente externo e interno (Ferrari et al., 1997). Em diferentes momento das 24
horas do dia, os seres vivos respondem diferentemente a um mesmo estimulo
(Chabot & Taylor, 1992). Se ha correlagio entre a variagdo do comportamento e
processos fisiologicos, & possivel considerar que, numa situacdo de
aprendizagem, a qualidade das relacGes funcionais entre estimulqs g_res_pps’taﬂs. B
.;.Joaé;é ser éfé;cada pela ritmicidade dessas classes de variaveis. Apesar desta
relag&o parecer Obvia existem poucos trabalhos analisando-a.

Pesquisas que procuram a relag8o entre ritmos bioldgicos e processos
cognitivos vém sendo realizadas em humanos, desde o final do século passado.

Assim, variaveis psicofisioldgicas como a fadiga, sonoléncia e a atencao,
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mostram clara ritmicidade circadiana (Folkard, 1990; Folkard & Monk, 1979:
Gates, 1916; Guerin et al., 1993; Glérrin ef al., 1991; Lombard, 1887).

Os maiores acidentes industriais envolvendo erros humanos ocorreram a
noite. O acidente da usina nuclear de Three Mile Island, localizada nos Estados
Unidos da America, ocorreu as 4h; o de Chernobyl, na antiga Unido Soviética, as
1h23min; o de vazamento do "pé da China" da indUstria Union Carbide em
Bhopal, na india, logo apds a meia noite. Acidentes automobilisticos também
ocorrem mais entre 21h e 8h do que entre Sh e 21h, apesar do transito no periodo
noturno ser bem menos intenso do que no periodo diurmo. Existem dados que
demonstram a existéncia de um pico de acidentes as 3h e outro as 6h (Folkard,
1990). Apesar destes fatos poderem ser apenas fruto de coincidéncia, existem
estudos realizados ao longo das 24h do dia que sugerem uma reducgdo de
desempenho no periodo da noite (Folkard & Monk, 1979).

Horarios criticos para a ocorréncia de aprendizado e retencdo de
informagbes vém sendo verificados em inGmeros estudos. Folkard et al. (1977)
trabalhando com criangas verificaram variagdes na retengéo de informacgées em
fungdo do momento do treino, estudando memorizagdo de textos escolares. Os
resuttados mdicaram quea memona de .curt.o. pfazﬁ era. heihor quando a
aquisicao acontecia pela manha, enquanto que a meméria de longo prazo era
methor quando a aquisi¢do ocorria a tarde, independente da hora em que o teste
de retengéo acontecia. Lecont (1989) também relatou melhor memaéria de curio
prazo pela manha quando comparada com a tarde, estudando a habilidade para

memorizar uma lista de silabas sem significado.

30



Guérin et al. (1991) estudaram em meninas com idade de 8, 9 e 10 anos
niveis de fadiga, sonoléncia e atencdo, usando escalas de analogia visual e auto
~avaliagéo e teste de cancelamento de letras. As medidas foram realizadas durante
duas semanas as Sh, 11h, 14h e 16h. Foram observadas maior sonoléncia e
fadiga e menor atencdo no grupo de 8 anos em comparacéc com os de 9 e 10
anos. O melhor desempenho no teste de cancelamento de letras foi dos grupos de
9 e 10 anos as 14h. O subgrupo de baixo rendimento escolar apresentou maior
nivel de fadiga e menor atengdo quando comparado aos de 6timo e médio
rendimento. Dois anos mais tarde, o experimento foi replicado e os resultados
sugeriram aumento da amplitude do ritmo de desempenho a medida gue as
criangas amadureciam. Flutuagbes ritmicas no desempenho de adolescentes do
sexo feminino em tarefas que envolviam o processamento imediato de
informacSes foram estudados por Andrade (1997) e correlacionados com as
flutuages no nivel de sonoléncia. Os resultados indicaram efeito significativo da
hora do dia nos testes de desempenho, sendo que o melhor desempenho foi
obtido as 16h e o pior as 10h. Foi observado ainda que adolescentes mais
sonolentas obtiveram resultados piores nos testes.

- intereélslsnalz:lte. é verificar que as propriedades destes ritmos de desempenho
estudadas s&o simulares a de qualgquer outro ritmo circadiano, ou seja, persistem
em condigGes ambientais constantes e s#o invertidas se o ciclo clarofescuro é
tambem invertido, alterando o periodo de atividade/repouso (Folkard, 1990; Glérin

et al., 1991).
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Inumeros autores tem sugerido que a consolidacdo da memoria acontece
durante a fase de sono (Karni et al., 1994; Koulack, 1997: Wilson & Mcnaughton,
1994) Recentemente, Nesca & Koulack (1994) verificaram que a memorizacdo de
uma lista de palavras melhorava significativamente quando a aquisicdo era
seguida por um periodo de sono. Visando minimizar ou eliminar fatores que
poderiam estar atuando como mascaradores da ritmicidade de variaveis
cognitivas, um protocolo experimental denominado protocolo de rotina constante
foi utilizado por Johnson et al. (1992) e Dijk ef al. (1992). Os individuos sdo
colocados em condigdes comportarmentais e ambientais constantes sendo
também impedidos de dormir por um periodo de 36 a 680 horas. Foram estudados
a memoria de curto prazo (lembrar um texto), o desempenho cognitivo (realizagéo
de calculos) e o estado de alerta auto avaliado. Os resultados obtidos
demonstraram que embora o ciclo de sono tivesse um efeito significativo, o
componente circadiano das variaveis estudadas era claro e definido.

A existéncia de uma variagdo temporal na capacidade dos organismos

estabelecerem novas relagfes com © ambiente vem sendo bastante estudada

tambem nos animais. Um trabaiho reailzado com poivos (Bradley & Young, 19?‘5)

submetidos a treinamento de d[scr:mmagao visual e tatil no periodo matutino e
vespertino indicou um melhor desempenho dos mesmo durante o periodo da
tarde. Porém esta diferenca foi verificada apenas nas duas primeiras sessdes,
sugerindo que a hora do dia afeta o desempenho do aprendizado destas

respostas apenas durante a fase de consolidacdo da memoaria.
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Diferengas de desempenho matutinas e vespertinas foram também
verificadas no condicionamento alimentar do peixe marinho Serranus scriba Cuv
(Kovacevic ef al, 1991 a). Estes animais mantidos em um tanque unido a outro
por um corredor, deveriam: (a) atravessar o corredor iluminado e sinalizado com
um tridngulo preto para receber o alimento no outro tanque {(experimento 1); (b)
identificar a sinalizac&o do recebimento de um choque quando um circulo era
introduzido no lugar do tridgngulo (experimento 11). Os resultados indicaram que
apenas os peixes treinados as 18h atingiram o critério experimental (90% de
respostas corretas durante 3 dias consecutivos). Protocolo semelhante foi utilizado
para se estudar o condicionamento de esquiva (Kovacevic et al. ,1991b) e os
resultados foram parecidos. Convém ressaltar que é no periodo vespertino que se
encontra a fase de maior atividade e onde se concentra o periodo de alimentacao
dessa espécie.

Uma maior sensibilidade a estimulos aclsticos durante o periodo de maior
atividade, em ratos albinos jovens, foi sugerido por Horlington (1970). Seus
estudos indicaram que a freqiiéncia e a magnitude da resposta de sobressalto
quando comparada ao periodo diurno, apos a idade de 55 dias. A diferenca noite-
dia chegou a atingir 90% em animais com 72 dias de idade.

Infurna et al. (1979) estudaram a preferéncia por sacarose e aversao
induzida por cloreto de litio (LiCl) como fung&o da dose da droga e da fase do ciclo
de iluminag@o em ratos albinos. Os ratos foram mantidos em dois viveiros, com

alteracéo de fase de 12h entre um viveiro e outro (viveiro com luz entre 6h e 22h,

33



e viveiro com luz entre 18h e 10h). Verificaram que a preferéncia por sacarose e a
aversdo condicionada pelo LiCl, dependiam da fase do ciclo éie iluminacdo. A
susceptibilidade ao condicionamento foi aumentada durante a fase clara do ciclo
claro-escuro. No mesmo contexto de analise Infurna (1981), demonstrou que um
maior numero de ratos lactantes retornavam ao ninho durante a fase escura em
comparagdo com o ratos observados na fase clara. Filhotes que receberam
injegéo de anfetaminas durante a fase escura apresentavam, em geral, melhor
desempenho do que aqueles injetados durante a fase clara. A aversdo olfativa
(odor de alho) tambem se mostrou dependente do horario do dia. Filhotes
condicionados no meio da fase clara mostraram maior aversdo por odor de alho.
Ainda, o desempenho no teste de retencdo foi melhor quando realizado no
mesmo horario do condicionamento original. Os dados indicaram que a influéncia
do ritmo circadiano sobre o aprendizado e a retencéo de respostas condicionadas
independem da idade do animal, e enfatizaram a importancia de se considerar o
horario do dia quando se trabalha com esquemas de condicionamento.

Davies et al. (1973) investigaram a esquiva passiva em ratos machos ac

iongo das 24h do dia, com ciclo claro-escuro de 12h12h O tempo de

permanencla em cada compartlmento da camara expenmental era medldo Apos 3
min., os ratos eram colocados no lado escuro de uma camara, onde recebiam
choques nas patas. Decorridas 48h eram recolocados na camara iluminada e a
laténcia de entrada na cdmara escura era novamente medida. Durante a fase
clara, observou-se melhor desempenho dos animais ao meio dia se comparados

com a meia noite. Resultados opostos foram verificados quando se investigou
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esquiva ativa (Hoffmann & Balschum, 1992). Convém ressaltar, no entanto, gue
esquiva passiva requer que o animal responda permanecendo imodvel, e esta é a
‘tendéncia natural destes animais na fase clara do ciclo. Condicionamenio de
esquiva ativa implica em uma ac&o, agéo esta facilitada durante a fase escura do
ciclo. Assim, o tipo de resposta que é reforgada num determinado problema de
aprendizagem pode ser influenciada diretamente pelo ritmo de atividade/repouso.
Este ritmo pode estar mascarando a ritmicidade do processo de aprendizagem
propriamente dito.

Holloway & Wansley, (1873a, b) verificaram que ratos nao conseguiam
recuperar a memoria de experiéncias prévias, tanto para esquiva passiva como
ativa, se 0 experimento ocorresse em determinado intervalo de tempo apés o
treino. Isto foi chamado de deficiéncia multipla de retengdo. Quando os testes
ocorriam com intervalos de 15min, 12h ou mltiplos de 12h apés o treino o
desempenho dos animais era bom. Animais testados 6, 18 e 30 horas, apos o
treino mostravam baixos desempenhos. Resultados semelhantes foram obtidos
em outro experimento realizado por estes pesquisadores (1976) e um maior
namero de horarios foi testado. Deficiéncia mdltipla de retencédo em aprerzciiz_a_gem_ |
| éééfitiva de r.'ét.o.s. té.r.n”bé.m”foi.defﬁ.o.nétréda.(.H.unsicker & Mellgren, 1977). Animais
privados de alimento e treinados a obter leite agucarado apés passarem do
compartimento iluminado para o escuro, mostraram melhor desempenho quando
testados 12h e 24h apds o treino. Lesdes bilaterais do NSQ eliminavam o déficit
existente nos intervalos entre o freino e o testes, que ndo eram multiplos de 12h,

ou seja, o desempenho dos animais era o mesmo em todos os horarios testados
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(Stephan & Kovacevik, 1978). Estes dados corroboram a interacao existente entre
o sistema circadiano e os processos de aprendizagem.

Como mencionado acima, o claro-escuro ndo € o Gnico sincronizador do
relogio bioldgico. O alimento, por exemplo, também pode funcionar como tal.
Sincronizagdo de ritmos circadianos por disponibilidade de alimento e
aprendizagem do tipo temporal/espacial sdo fortes indicadores da interagao
existente entre ritmicidade circadiana e aprendizado. Um rato alimentado uma vez
por dia, durante a fase inativa, apresenta um aumento de atividade tipico da fase
escura duas a trés horas antes da apresentacdo do alimento. Este ritmo diario de
atividade e aprendido (Mistlberger, 1990). A aprendizagem do tipo
temporal/espacial observada primeiro em abelhas, ja no século XIX (ver Moore-
Ede et al.,1982), coloca-se como pioneira no estudo do efeito do sistema
circadianc em processos de aprendizagem. Esta aprendizagem, descrita também
por Saunders (1982), foi verificada também em aves (Saksida & Wilkie, 1994:
Wilkie et al., 1994; Wilkie 1995).

Abelhas e pombos aprendem, com uma precisdo surpreendente, em que
hora do dia comedouros d;stnbuldos em d]ferentes iocals terao comida dzspomvel
:Este desempenho e mantzdo em condrg,oes constantes de iumznoadade ou apods
um deslocamento de fase do ciclo claro-escuro, demonstrando que o ciclo externc
ndo estd sendo utilizado como referéncia temporal (Ferrari et al., 1997). A
aprendizagem temporal/espacial € um fenémeno de elevado valor adaptativo, uma
vez que, confere aos animais aumento de alimento com menor gasto energético

de mobilizagdo. Processar, codificar e armazenar informacgdes referentes a hora e
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ao lugar em que o alimento estara disponivel, possibilita que um animal, com
fome, recupere em sua memoria as informagdes sobre lugares e horarios gue no
passado tenham tido uma alta probabilidade de consequéncia positiva (Wilkie et
al.,1994). Estes dados revelam a capacidade que os animais tém de formar
memoria temporal. E muito provavel que estruturas neurais envolvidas com
processos de aprendizagem interajam com estruturas do sistema temporizador
que sinaliza o tempo transcorrido.

A capacidade do sistema nervoso em se modificar em fungdc do
aprendizado e descrita como plasticidade neural (Kandel & Hazkins, 1992:; Kandel
et al., 1991). Existem estudos que sinalizam modificagdes no sistema circadiano
por processos de aprendizagem. Golombek et al. (1994) verificaram que se a
apresentagdo de agua (estimulo n&o especifico) fosse coincidente com o inicio da
fase escura, a glandula pineal passava a liberar MEL apenas a partir da
apresentacdo do estimulo ndo especifico. Da mesma forma, Amir & Stewart
(1996), demonstraram que ratos que tiveram uma corrente de ar pareada com um

puiso de luz, reagiam apenas a corrente de ar alterando ritmos de temperatura,

atividade locomotora e transcricGo do fator Fos nos NSQ. Valentinuzzi (1999),__

interpretou esses resultados como demonstrativos de que estruturas circadianas
podem ser arrastadas por estimulos néo féticos, apos aprendizagem associativa
de modo que estes estimulos passam a imitar os efeitos da luz.

Antoniadis ef al. (1999), estudaram em hamsfer a preferéncia condicionada
por lugar em horarios de atividade espontanea elevada (noite subjetiva) ou baixa

(dia subjetivo). Durante o teste formam usados dois contextos com forma, cor e
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cheiro diferentes, sendo que em um dos contextos havia uma roda de atividades.
Os resultados mostraram que houve aquisicdo da preferéncia condicionada por
lugar, em ambos horérios circadianos, enquanto que a expressdo da preferéncia
condicionada ocorreu somente quando os animais foram testados apenas no
mesmo horario de treino. Assim, o ajuste temporal entre o treino e o teste foi
importante para a expressdo do condicionamento. Esses resultados foram
interpretados como indicativos da importancia da variavel horario sobre o valor
reforgador da recompensa.

McDonald & Ralph (1999), treinaram ratos no labirinto aquatico de Morris. A
situagdo de aprendizagem consistia na localizagdo espacial de uma plataforma
submersa. O treinamento ocorreu no inicio da fase de atividade, sendo que a cada
dia o treinamento foi antecipado em uma hora. O grupo controle foi treinado no
inicio da fase de escuro. Todos os testes também ocorreram no inicio da fase de
escuro, dois e dez dias apés o treinamento. A mesma velocidade de aquisigdo foi
observada em todos os animais, porém os animais que sofreram avango de fase
durante o treino mostraram menor memaoria espacial durante os testes (2 e 10
dIaS) em comparagao com 0s controfes Os dados tndacaram que a ruptura do
ritmo cercadzano pr@JUdECOU a consoladagao do comportamento aprendtdo

Valentinuzzi (1999), analisou o processo de condicionamento aversivo a um
contexto e o condicionamento som choque em camundongos C57BL/6J. Os
animais foram expostos a um foroperiodo esqueleto (luz verde de 0,5-1,0 luz,
continua e dois pulsos de luz branca de 400 lux as 6h e 18h) visando minimizar os

efeitos do ciclo claro-escuro. Os resultados indicaram que o condicionamento
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aversivo a um contexto variou segundo a fase do ciclo de atividade-repouso em
que os treinos e testes aconteceram. A aquisicdo e a extingdo da resposta
condicionada, foram maiores durante a fase ativa do animal em relagdo a fase
inativa. Contrariamente, o processo de condicionamento som-choque ndo foi
afetado pela hora do dia em que os testes foram realizados. A evidéncia de uma
variagdo temporal no condicionamento aversivo a um contexto, porém ndoc do
condicionamento aversivo a um som, processos baseados em diferentes vias
neurais, levantou questbes relacionadas com as interagcdes entre o sistema
circadiano e os substratos neurais desses processos. Assim, foi sugerido que o
reldgio bioldgico teria um efeito sobre o hipocampo, estrutura essencial no
condicionamento a um contexto.

A maioria das pesquisas que evidenciam a ritmicidade circadiana na
capacidade de aprendizagem envolvem trabalhos com aprendizagem associativa
e em menor ndmero, processos de aprendizagem do tipo ndo associativo. Assim,
foi descrito habituagdo de caranguejos a estimulos potenciaimente perigosos
apenas na fase escura mas ndo na fase clara (Pereyra et al.,1996). Conforme
descrito anteriormente, Valentinuzzi & Ferrari (1997_),___?3_3_1&9_6’;!’!} dg_monstraram__

modulagéo temporal em habituagdo a estimulos auditivos em pombos.
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Vil. Evidéncia da participagdo da Melatonina em processos de

aprendizagem.

A MEL € um hormonio que tem um importante papel na organizacao
circadiana em geral (Cassone, 1990). Segundo Reiter (1991), a MEL informa o
cérebro a respeito das condigdes do ambiente (hora do dia). Se a variacdo
circadiana afeta a capacidade de aprendizagem do animal, é logico pensar, que a
MEL teria um papel importante nesse processo.

A influéncia sazonal na habilidade de peixes dourados, machos e fémeas,
aprenderem a discriminar c¢ér, foi estudada durante dois anos consecutivos (Farr
et al.,1979). Embora nédo houvesse diferencas de desempenhos entre machos e
fémeas, havia uma variagdo sazonal. O indice de acerto diminuia 50% de
fevereiro para 0% em junhofjulho. Estes dados eram opostos ao pico de
maturidade gonadal observada para esta espécie. A relacdo entre
desenvolvimento gonadal e desempenho néo foi, no entanto, estabelecida. Algum
outro fator que n&c apenas a secrecdo de gonadotrofinas estaria afetando o
aprendizado. Mangtani ef al. (1979), postularam que a pineal seria ¢ possivel elo
de ligagdo en{re a cabacidade de.aprendizado e a atividade gonadai.. Num outro
experimento verificaram que a administragdo de MEL aumentava o numero de
acertos diarios e a pinealectomia estava associada a inabilidade de todos os
peixes aprenderem a tarefa. Nenhuma correlag@o entre as concentragfes de MEL,

desempenho e atividade gonadal foi demonstrada.
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Doollins ef al. (1993}, estudaram o efeito de doses farmacologicas de MEL
no desempenho intelectual de homens. Os sujeitos tiveram redugdo de
~desempenho em tarefas que visavam avaliar cognicdo, meméria, capacidade
auditiva e visual. Mostraram também maior sonoléncia, menor vigor fisico e
temperatura corporal reduzida. Resultados semelhantes foram obtidos em outro
experimento que usou doses fisiolégicas de MEL (Dollings et al., 1994).

Inimeras substancias suprimem ou medeiam os padrbes de sono, e
conforme discutido anteriormente, acredita-se que o sono seja importante para a
consolidagdo da meméria, pelo menos para alguns tipos de memorias (Karni et
al.,1994; Wilson & Mcnaughton, 1994). A MEL pode ser uma destas substancias
(Cassone & Menaker, 1983; Klein, 1985). Reforgando esta sugestao estd o fato de
a exposigdo a claro constante ser capaz de abolir o ritmo plasmatico de MEL, bem
como interromper o sono de ondas lentas em ratos (Eastman & Reechischaffen,
1983) e aves (Berger & Phillips, 1989; Yano et al., 1974).

As proposicbes sobre as relagBes entre a MEL, comportamento e
aprendizagem, obtiveram outras fundamentacées baseadas em técnicas que
utilizam melatonina marcada com IOdO (2[! 125]) para a locahzagao dos smos
.cerebra;s aos quais a MEL se i:ga (Cassone 1920). Em mamiferos, os sitios de
ligagao séo relativamente restritos, estando presentes nos NSQ, pars-tuberalis da
hipofise, adeno-hipdfise, retina, e nicleos paraventriculares do talamo. Outros
sitios foram localizados em outras areas, como por exemplo area postrema e
plexos cordides de ratos, estria terminal e nicleos antero medial do talamo de

camundongos, nlcleos hipotaldmicos dorsomedial e nlcleos das estria medular
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de hamsters (Krause & Dubocovich,1990) e nlcleos talamicos anterodorsal e
anteroventral de ratos (Lindroos et al., 1992). Essas ligagfes restritas sugerem
que a MEL tem fungdes cerebrais especificas e claramente definidas. Em alguns
desses sitios, os efeitos fisiologicos e comportamentais da MEL ndo sdo bem
conhecidos, enquanto que em outros, o papel desse horménio ja foi identificado.
Existem experimentos que sugerem, por exemplo, que 0s nucleos taidmicos
anterodorsal (AD) de ratos participam de processos de aprendizado em esquemas
de condicionamento de esquiva (Gabriel et al. 1981). Estes nicleos tém inGmeras
conexdes com © sistema limbico, modulando as funcdes de memoéria em animais
e também no homem. Os nicleos AD receberam informacgtes do fotoperiodo nao
somente via glandula pineal, mas também diretamente da retina (Conrad &
Stumpf, 1975), podendo participar da regulagdo de muitos comportamentos como
o alerta e a atencao, por exemplo.

A utilizagao de 2[I-125] como marcador de sitios de acdo da MEL
demonstrou que no cérebro de aves esses sitios estdo amplamente distribuidos,
predominandc em estruturas associadas com vias fotorreceptoras e visuais.

Existern quatro grandes vias visuais em aves:

" 1.m\./i.émhipotalér.ﬁieé.qﬁém C”(;m.;.:.)l.‘ééﬁdet VNSQ ”(Ca.xuss”c.):n.e, ét al. 1995), a area

supraquiasmalica (ASQ) e a decussagfdo supradptica ventral (DSV) que

possuem conexao (Hodges & Cassone, 1989). Em pombos sitios de ligagdes
de 2 [I-125] s&o enconfradas no vNSQ, ASQ e DSV;

2. via tectofugal - homologa a via visual extrageniculocortical que controla

movimentos bruscos e outros processos visuais inconscientes em mamiferos.
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E constituida pelo teto Optico (TeQ) que possui eferéncias que se projetam no
ndcleo rotundus (Rt) e ndcleos triangulares (T) no tdlamo (Engelage & Bischof
- 1993). Rt tem projegdes para o Ectoestriado (E) (Karten,1969). Acredita-se .que. |
esta via visual central regula padrées de discriminagdo (Hodos & Karten,
1970). Pombos possuem sitios de ligacdo de 2 [-125] no teO, Rt, T e E. Alguns
outros nucleos que recebem aferéncias do tecto oOptico mas que ndo sdo
considerados como pertencentes as vias tectofugais, também tem receptores
para MEL em pombos. S&o eles os nucleos: istmo optico (10), subpretectal
(SP), pretectal (PT), mesencefalico lentiforme (LM), istmo parte parvocelular
(Ipe), istmo parte magnocelular (Imc) e semilunar (SLu);

. via talamofugal - homdloga & via geniculocortical de mamiferos (Shimizu &
Karten, 1993), inicia-se no principal nlcieo dptico retinoreceptor (PON), uma
compilag@o de nlcleos localizados no talamo dorsal: anterior lateral (LA),
dorsomedial anterior parte magnocelular (DLAmc) e parte lenticular (DLAIr), e 0
nucleo dorsal talamico parte lateral ventral (DLLv) e a parte dorsal (DLLd)

(Guntirkin et al., 1993). A parte lateral do nicleo geniculado (GLv) também é

retinoceptora e recebe extensa inervacao tectal. Neurdnios do PON terminam

no chamado Wuist viéual, que € formado por quatro regiGes, o hiperestriado
dorsal (HD), o hiperestriado intercalar superior (HIS), hiperestriado acessério
(HA) e o hiperestriado intercalado hiperestriatal acessério (IHA) (Shimizu &
Karten, 1993). LesGes no Wuilst afetam o desempenho de aves em
aprendizagem de discriminagdo visual (Zeigler & Karten, 1973a e b), na

reversdo de padrées de discriminacdo (Benowitz & Lee-Teng, 1973) e em
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padrGées locomotores causando redugdo temporaria deste comportamento
(Zeigler 1963 ). Pombos tem marcag&o para 2 [I-125] no LA, GLv, DC e HA:

4. via optica acessodria - compreende: o nlcleo ectomamilar retinorreceptor (EM)
que envia eferéncias para nicleos oculomotor e cerebelo (Henke 1983), via
que inicia reflexos oculomotores na presenca de estimulos periféricos (Karten
1969); e os ndcleos Edinger-Westphal (EW) estrutura oculomotora auténoma,
que recebe aferéncias neurais do vNSQ, estruturas reticulares e pré tectais
(Gamlin & Reiner, 1991). As marcagdes com 2 [I-125] ocorrem em EM e EW.

O lopoparaoifatério (LPO), o N, vias do sistema auditivo e estruturas
envolvidas com a vocalizac8o e comportamento emocional, como o alerta e a
excitagdo sexual (Cassone ef al. 1995; Cassone, 1990; Rivkees et al. , 1989),
também possuem sitios que sdo marcados pela 2[I-125] em pombos. Nenhuma
marcagdo foi encontrada no hipotélamo lateral, eminéncia média, adeno-hipéfise,
neuro-hipéfise e pineal, (Cassone ef al. 1995), como verificado em mamiferos
(Morgan & Williams ,1989). Esta grande guantidade de sitios de ligacSes de MEL

no sistema nervoso sugerem variagéo circadiana, sensorial e comportamental.
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x

OBJETIVOS GERAIS

E logico pensar que numa situacdo de aprendizagem a gqualidade das

relagbes funcionais entre estimulos e respostas podera ser afetada pela

ritmicidade dessas classes de variaveis. Considerando que:

1.

0s comportamentos resultam de uma interacdo entre os fatores
bioldgicos e ambientais;

os fatores ambientais sdo ciclicos:

as variaveis bioquimicas e fisioldgicas de um organismo possuem
ritmicidade enddgena, ritmicidade esta que é sincronizada pelas
mudancas diarias do meio ambiente;

a ritmicidade das variaveis fisioldgicas tem a finalidade de preparar
antecipadamente o organismo as alteraces do dia e da noite:

em diferentes momentos das 24h do dia, os seres vivos respondem
diferentemente a um mesmo estimulo;

ha correlagdo entre a variagdo do comportamento e processos

fisiologicos;

Foi objetivo deste trabalho analisar a variagdo diaria da atividade geral

apresentada por pombos (Columba Jivia) mantidos em cativeiro, em duas

diferentes situagbes de luminosidade (ciclo claro-escuro e 24h de claro constante)

e relacionar os resultados com as variagSes nas concentragbes plasmaticas de

MEL e B. ApoOs a analise dessas relagbes, pretendeu-se caracterizar nas mesmas

situacGes a existéncia de variagdo diurna-noturna em processos de aprendizagem
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ndo associativa buscando discutir funcbes da MEL e B plasmaticas como

possiveis substratos hormonais desse processo.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analisar, ao longo das 24 horas do dia, os comportamentos apresentados por
pombos mantidos em cativeiros, sob duas situacbes experimentais: um ciclo
claro-escuro de 12h:12h e 24h de claro constante. Os padrées
comportamentais ao longo das 24 horas forneceram uma linha de base
adequada para as analises propostas para objetivos gue se seguem;

2. kstudar a variagdo plasmatica das concentracdes de MEL e B em pombos
Columba livia durante o perfodo de 24 horas, nas mesmas situagSes
experimentais descritas acima.

3. Analisar, ao longo das 24h do dia, variagdes nos processos de habituagdo da
respostas pertencentes as categorias exploratéria e pré exploratdria a sons
em pombos mantidos em cativeiro, sob um ciclo claro-escuro de 12h:12h ou

situacao de claro constante.
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EXPERIMENTO |

Analise da distribui¢ao de categorias comportamentais de pombos Columba-

livia em cativeiro ao longo de 24h

Este trabalho teve por objetivo realizar um estudo sistematico do repertorio
de comportamentos de pombos Columba livia ao longo do periodo de 24h. Esta
analise foi possivel a partir da utilizacdo de um catalogo de comportamentos de
pombos em cativeiro desenvolvido previamente em nosso laboratério (Ferrari,
1982; Toledo, 1989).

Assim, neste experimento primeiramente descreveremos: (a) a metodologia
de elaborag&o do catélogo; (b) a seqgiiéncia de organizagdo dos itens constantes
do catalogo e (c) a anélise do comportamento de pombos em cativeiro ao longo de

24h, sob condiges de claro-escuro 12h:12h e de claro constante.

Materiais e Métodos
Sujeitos

Foram usados pombos machos e fémeas, adulios (Columba fivia),
derivagdo na&o controlada, pesando entre 350 e 450 gramas. As aves foram,
mantidas em gaiolas-viveiros individuais de aco galvanizado {0,50m x 0,35m x

0.38m) ou ainda em gaiolas-viveiros coletivas de ago galvanizado (1,10m x 0,40m
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x 0,50m} que abrigavam grupos de pombos de apenas um sexo, ambos os Sexos,
ou ainda de casais isolados. As gaiolas ficavam alojadas no biotério de aves do
Departamento de Fisiologia e Biofisica do Instituto de Biologia da UNICAMP. As
aves alojadas individualmente podiam manter contato visual, auditivo, olfativo e
corporal através das grades das gaiolas.

Agua e alimento eram fornecidos a vontade e trocados em dias alternados
entre 13 e 14 horas. O alimento fornecido consistia de uma mistura de ragao,
quirera de milho, semente de girassol, casca de ovo, complementacéo vitaminica
e areia. A temperatura do biotério era mantida ao redor de 24°C. Visando a
adaptagdo dos pombos as condigbes de alojamento, as manipulacdes
experimentais iniciaram-se apds 20 dias no biotério. Os pombos foram mantidos
em um periodo claro-escurc 12h:12h, com a luz acendendo as 6h e apagando as
18h.

Para a analise da distribuicdo de comportamentos ao longo do periodo de
24h foram usados 12 pombos machos, obtidos de um mesmo fornecedor alojados
individualmente. Apos os 20 dias de adaptacfo as condicdes de alojamento, os
pombos foram atribuidos aleatoriamente a 2_grupos, definidos sgggnd_o_a s_i_tuag_éq |
experimental a que estavam expostos: ciclo claro-escuro 12h:12h (situacédo CE),
em que foram mantidas as condigbes acima descritas (n = 6); ou 24h de claro
constante (situagao CC), introduzida antes da observacdo comportamental, que

durou um maximo de 32h (n = 6).
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Equipamentos

Para a observacgo direta e registros comportamentais com o objetivo de

organizagdo do catalogo de comportamentos foram utilizados:

1.

Gaiolas-viveiros individuais (0,50m x 0,35m x 0,38m), ou coletivas (1,10m x
0.40m x 0,50m) constituidas de ago galvanizado. As gaiolas ficavam alojadas
no biotério de aves do Departamento de Fisiologia e Biofisica do instituto de
Biologia da UNICAMP. As aves alojadas individualmente podiam manter
contato visual, auditivo, olfativo e corporal através das grades das gaiolas;
Camara de observagéo, construida em cimento (100 x 50 x 50 cmy), com vidro
laminado reflexivo na parte frontal. A iluminacdo era dada por uma iuz
fluorescente de 40 watts:

Camara de condicionamento operante para pombos (Ferster & Skinner, 1958).
Camara de habituagéo, confeccionada de madeira, forrada internamente por
revestimento melaminico (férmica) e externamente por material isolante termo-

acustico (l& de vidro recoberto por placas de isopor). A parte frontal era

composta por dois vidros, de 8mm de espessura cada, espagados por 10mm,

sendo o vidro interno temperado transparente e o externo faminado reflexive. A
iluminag&o era dada por duas l&mpadas fluorescentes Super Compacta de 9
watts. No canto superior esquerdo de uma das paredes, existia um alto falante

Novik 80-watts.

As camaras experimentais ficavam numa sala do laboratéric com

isolamento acustico. Na frente da sala experimental, existia uma sala de controle.
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Entre estas duas salas havia uma janela com vidro laminado unidirecional através
da qual era possivel observar diretamente os comportamento e gravar as sessies
experimentais. Quando os registros foram realizados no proprio biotério as
gaiolas-viveiro foram alojadas em uma sala que também possuia uma janela com
vidro laminado uniderecional. Na frente desta janela existia uma ante-sala que
permitia a monitorag&o e gravagdo das sessdes experimentais. Para realizar a
monitoracdo e gravacao das sessdes de observagio comportamental foi utilizado
um equipamento VHS, para registros audiovisuais (camara filmadora Panasonic),
conectado a um aparetho de TV (Panasonic). Os observadores usavam também
folhas de registro especialmente elaboradas para o registro continuo do

comportamento ou amostragem em intervalos de tempo.
Procedimentos:
1. Elaboragac do catalogo de comportamentos:

O procedlmento geral para a elaboragao do catafogo de comportamentoq
.dé .pcmbos mantzdos em catlve;ro mclum a observagéo, o reglstro a identificacao
e a descriggo, em termos de topografia e funcdo, dos comportamentos
apresentados pelos sujeitos experimentais em diferentes situacBes de
observacdo. Estabeleceu-se como critério o registro das reagGes observaveis dos

pombos, fossem movimentos, posturas ou deslocamentos.
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A observagéo dos comportamentos foi feita obedecendo-se as seguintes

etapas:

1.1-

1.2-

1.3~

registro de comportamentos: o observador registrava continuamente os
comportamentos dos pombos durante o periodo de observacdo, com o
objetivo de fazer um levantamento das acbes que o pombo apresentava
nas diferentes situagdes;

identificacdo dos comportamentos: essas agbes eram registradas em
folhas de registro e em audio como formas verbais, os registros realizados
por video eram também transcritos primeiramente em formas verbais. A
partir da analise dos registros de formas verbais eram listadas as acoes
e/ou padrbes comportamentais;

descricao de comportamento: o pesquisador observava repetidamente a
ocorréncia de cada agdo (item comportamental), revendo os registro
audiovisuais ou realizando novas observacfes diretas, com objetivo de
descrever a topografia especifica (forma de ocorréncia), os seus efeitos e a
situag&o em que cada um ocorria;

definicao e categorizac@o do comportamento: nas diferentes situagbes os N
regists;;)é. de Wr.:drﬁboéar;}ér;to. .foram feitos  simultaneamente e
independentemente, ou iscladamente por pelo menos dois observadores. A
descricdo de cada comportamento foi discutida em conjunto pelos
observadores participantes do estudo. Também foram realizadas

observagdes em que pares de observadores identificavam verbalmente, a

partir das descrigcbes elaboradas, os comportamento dos pombos, & medida
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em que iam ocorrendo. As identificagbes e as descrigdes eram discutidas e

revistas até a concordancia total entre observadores.
gaiolas-viveiro individuais localizadas no biotério; (b) camara de observacio,
localizadas no laboratorio, onde 0s pombos eram mantidos por um periodo restrito
de tempo; (c) gaiolas-viveiros coletivas, localizadas no biotério, ocupadas por
casais de pombos ou ainda por grupos de cinco pombos (machos e fémeas),
utiizadas para descrever as situagfes de interagdo social; (d) camara de
condicionamento operante, onde ocorriam a aplicagdo de estimulos aversivos ou a
camara de habituagao, onde as aves recebiam estimulos auditivos.

As observagdes diretas e sistematicas dos comportamentos de pombos em
situacdo de cativeiro alojados individualmente ou em interacdo social com casais
ou mais pombos da espécie, bem como, as observagdes feitas a partir de
observagbes de diferentes apresentagdes de estimulos permitiu : (a) identificagdo
de diferentes comportamentos ou itens comportamentais; (b) descricio das
caracteristicas topogréaficas da cada comportamento; (¢c) o agrupamento desses
itens comportamentais num catalogo de comportamento do pombo em cativeiro,
de éééfdo cérﬁ .c.:rit.éri.o.s dé fungéé éu de conseqiéncias comuns a diferentes itens
comportamentais. Cada agrupamento poede ser identificado como uma classe ou
categoria. O catalogo resultante foi utilizado para a analise descritiva e funcional
do comportamento de pombos em cativeiro ao longo das 24h, como

descreveremos a seguir.
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2. Andlise da distribuigio de comportamentos em gaiolas-viveiro ao longo

de 24h.

Os comportamentos apresentados por 12 pombos foram registrados em
duas sessbes, de 5 minutos com intervalo de 24h, nos seguintes horarios: 6h, 9h,
12h, 15h, 18h, 21h, 24h e 3h. As gaiolas, dos pombos filmados, foram
posicionadas em duas fileiras sobrepostas (3 gaiolas cada) encostadas em uma
das paredes da sala, com localizag&o oposta & porta de entrada na sala. Durante
o periodo de escuro da situagdo CE (horarios compreendidos entre 18h e 6h), o
biotério ficou iluminado apenas por uma lampada Philips de 60 Waitt, protegida por
um canhdo que continha um filtro vermelho Kodak 1A Safelight Filter CAT
1521517-7TH. Esta luz foi introduzida no biotério com uma semana de
antecedéncia (iluminacdo inferior a 1 lux, na localizagdo central, a 92cm de
distancia do teto, na altura da fileira superior das gaiolas).

Neste experimento, a cdmara filmadora foi posicionada na sala do biotério,
tm na frente das gaiolas-viveiro, 24hs antes do inicio das gravacgtes. Nesta
situagdo o aparelho de TV, conectado ao equipamer}_t_o_ de”ﬁ_i‘mggem,_ ficava em
| unﬁé .énte~sélla }ﬁ.er.fnitindo a monitoracéo da gravacgéo das sessdes de observagio
comportamental.

A observagdo e registro dos comportamentos utilizou o catélogo de
comportamentos de pombos em cativeiro. O catalogo foi organizado em oito
categorias comportamentais distintas, com um total de 101 itens comportamentais,

A descricdo dessas categorias comportamentais que expressam funcdes ou
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conseqliéncias comuns estdo apresentadas abaixo. Os catélogo completo
incluindo os comportamentos, pertencentes a cada categoria com as respectivas
respeitados os seguintes itens na descrigdo dos comportamentos: Condigéo para
que o comportamento ocorra (C) - que corresponde & postura inicialmente exigida
para que o comportamento apresentado pelo sujeitc possa ser classificado:
Resposta (R) que corresponde ao comportamento apresentado; Conseqiéncia (P)
que corresponde ao produto, efeito ou mudancga atingida como consequéncia da
emissao do comportamento.
As categorias comportamentais descritas foram:

» Categoria | ~ Movimentos discrefos de partes do corpo ou de todo o corpo -
incluem-se nesta categoria deslocamentos discretos e independentes de partes do
corpo em relagdo ao proprio corpo, ou de todo o corpo, sem que o animal se
deslogue no espaco;
e Categoria 1l - Pre-exploratéria - comportamentos reflexos, eliciados por
apresentagdo de estimulos novos e ou intensos e que precedem imediatamente

as reacdes exploratorias; -
o Categoria lll - Exploratéria - nesta categoria estdo descritas as reagfes
relacionadas a orientagdo e a investigacdo de parte ou do ambiente como um
todo;
» Categoria IV - Manuten¢éo - comportamentos relacionados com os cuidados

com o corpo e reagles vegetativas tais como bocejar e vomitar,;



» Categoria V - Locomocao - comportamenios relacionados com o
deslocamento do corpo no espaco;

» Categoria VI - Interacdo - comportamentos relacionados com a interacéo de
um animal com outro do mesmo sexo ou do sexoc oposto;

e Categoria VII - Posturas - posturas apresentadas pelos animais;

» Categoria VIII - Parado - registra-se a auséncia de respostas observaveis.

A analise dos comportamentos foi realizada apés a transcric&o das fitas, por
dois observadores independentes. Os comportamentos observados foram
registrados a cada 1s e atribuidos as categorias comportamentais descritas acima.
Neste estudo, os comportamentos pertencentes 3 categoria pré-exploratoria,
embora tenham sido registrados em separado, foram analisados juntamente com
os comportamentos pertencentes & categoria exploratéria, dada a baixa freqliéncia
de ocorréncia.

A analise comportamental utilizou a somatoria dos comportamentos
pertencentes a cada categoria apresentados na primeira e na segunda sessdo

considerando-se o total de 10 minutos de observagio®.

3. Controle de Fidedignidade dos dados e validagdo do catalogo

Os comportamentos, apresentados pelos pombos eram observados

diretamente e anotados, em folhas de registro pelo experimentador ac mesmo

tempo em que ocorria a gravagio das sessfes em fitas de video. As fitas eram

% As primeiras sessées nao diferiram das segundas e portanto foram somadas (Wilcoxon, p > 0,05)
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posteriormente transcritas pelo experimentador, em folhas de registros. As davidas
foram discutidas por dois observadores pela reanalise das fitas e das transcri¢cbes
realizadas. A analise da fidedignidade entre ambos os observadores foi realizada
pela somatdria dos acordos (A) dividido pela soma das omissdes (O), acordos e

desacordos (D), e o valor obtido foi multiplicado por cem (A/A+O+D x 100).

Analise estatistica

Utilizamos a prova nao-paramétrica de Friedmam, um tipo de analise de
variancia por postos para um mesmo grupo de sujeitos expostos a diversas
condigbes (horarios), para determinar se a freqiiéncia de comportamentos
apresentadas em cada uma das categorias comportamentais, variavam ao jongo
das 24h do dia, na situacdo CE e CC. O teste de Friedmam foi seguido por
processo de comparagfes muttiplas pareadas com o método de Student-Newman-
Keuls.

Utilizamos ainda o teste ndo paramétrico, para amostras dependentes
Wilcoxon Matched Pairs Test. para comparamos as difere.ljfe.s posturas

apresentadas em cada horario.
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Resuitados

- Situa¢do CE

A Figura 1 mostra a distribuicdo de comportamentos Exploratérios (EXP)
apresentados ao longo das 24h do dia. Dois picos de EXP sdo verificados as 6h
(mediana=380,5comp/10min) e 18h (mediana=344,5comp/10min) e um outro
intermediario as 12h (mediana=191 ,9comp/10min). O menor nivel de EXP ocorreu
as 3h (mediana=1,5comp/10min). Esses resultados foram confirmados
estatisticamente pela prova de Friedmam que evidenciou efeito significativo de
horario (x*=37,970; df=7; p<0,001). As mdltiplas comparagdes post-hoc, método
de Student-Newman-Keuls, determinaram diferengas significativas para os
horarios de 6h, 12h e de 18h em relacdo aos demais horarios (p<0,05). Na fase
de escuro, o horario das 3h diferiu de todos os demais (p<0,05).

Para a categoria interagdo (INT) verificou-se um efeito significativo de
horario (x*=25,377; df=7; p<0,001). Esse efeito deve ser devido & diferenca
_ significativa (p<0,05) verificada &s 18h (mediana=159,5comp/10min) em relagao
aos demais horarios, conforme indicado pelas comparagdes post-hoc (Figura 2).

As frequéncias medianas dos comportamentos pertencentes categoria de
locomog&o (LOC) podem ser observados na Figura 3. Também foram verificados
picos as 18h (mediana=87,5comp/10min) e 6h (mediana=80,5comp/10min), com
confirmacgédo estatistica de efeito significativo de horario (y?=31,464; df=7;
p<0,001). As multiplas comparagdes post-hoc indicaram diferengas significativas
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wra 1 - Valor mediano dos comportamentos da categoria Exploratéria, observadoes durante 10 minutos (duas sessbes experimentais de S min.).
edman: Efeito de horéric {32 = 37,90; df =7, p<0,001)

Miltiplas comparagbes realizadas post-hoe com ¢ teste Student-Newrnan-Keuls indicaram:

= p< 005, em relagdo aos demais horarios

= p< 005 em relagdo & Bh, 12h, 15h, 21h, 24h e 3h

+ p< 0,05 em relagdo 24h
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jura 2 - Valor mediano dos comportamentos da categoria Interagio, observados durante 10 minutos (duas sessfes experimentais de S min).
edman; Efeito de horario (y2 = 25,37; df = 7, p<0,001)

Multipias comparagtes realizadas post-hoc com o teste Student-Newman-Keuls indicaram:

* p< 0,05, em relagdc aos demais horarios
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para os horarios das 6h e 18h em relacdo aos demais horarios (p<0,05). As
menores freqliéncias medianas de LOC ocorreram as oh, 3h, e 24h, (p<0,05).

A Figura 4 apresenta a frequiéncia mediana dos movimentos discretos de
partes do corpo ou de todo o corpo (MOV). Mais uma vez um pico de atividade foi
verificado as ©6h (mediana=55,0comp/10min) e confirmado pela analise estatistica
gue indicou efeito de horario (y*=31,106; df=7: p<0,001), e diferenca significativa
entre este horario e todos os demais (p<0,05). As menores freqiéncias foram
verificadas as 24h (mediana=0,5comp/10min) e 3h (mediana=0comp/10min) que
diferiram de todos os demais horarios (p<0,05).

A Figura 5 mostra a distribuicdo de comportamentos pertencentes a
categoria de manutengdo (MAN). Estes comportamentos apresentaram uma
distribuigo homogénea ao longo das 24h do dia, fato confirmado pela analise
estatistica que néo indicou efeito de horario (x?=10,090; df=7: p=0,07)

A analise da ocorréncia de parado (Figura B), ou seja, as auséncias
aparentes de respostas, (categoria PAR) mostrou um efeito de horario (x3=37,008;
df=7; p<0,001). A andlise post-hoc indicou que a maior freqliéncia mediana de
PAR foi verificada &s 3h (mediana=589,5comp/10min), com diferencas
significativas  (p<0,05) em relagdo a todos os demais horarios. Também os
horarios das 9h (mediana=456comp/10min), 21h (mediana=418comp/10min), 24h
(mediana=322,5comp/10min) e 15h (mediana=327,5comp/10min), diferiram

significativamente (p<0,05) das 6h, 12h e 18h.
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jura 3 - Valor mediano dos comportamentos da categoria Locomogao, observados durante 10 minutos (duas sessbes experimentais de S min).
edman: Efeito de horario (x2 = 31,46, df = 7, p<0,001)

Mialtipias comparacgbes realizadas post-hoc com o teste Student-Newman-Keuls indicaram:

*  p< 0,05 emrelagio aos demais hordrios

+» p< 005 emrelagio a ©h, 12h, 13h, 18h e 2th

¢ p<005 emreiacio a 1She 21h
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jura 4 -  Valor mediano dos comportamentos da categoria Movimentos Isolados, observados durante 10 minutos (duas sessbes experimentais
de S min).
edman: Efeite de horario (2= 31,11, df = 7, p<0,001}
Multiplas comparagbes realizadas post-hoc com o teste Student-Newman-Keuls indicaram;
x  p< (05, emrelagdo acs demais horarios
++ p< 0,05, em refacdo & 6h, ¢h, 12h, 15h, 18 e 21h
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“igura S - Valor mediano dos comportamentos da categoria Manutengéo, observados durante 10 minutos {duas sessdes experimentais de 5 min).
~riedman: Nie foi encontrado efeito de hordrio (32 = 10,09, df = 7, p= 0,07
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figura 6 - Vaior mediano dos comportamentos da categoria Parado, observados durante 10 minutos (duas sessoes experimentais de 5 min).
‘riedman: Efeito de hordrio {32 = 37,00, df = 7; p<0,001)
Muitiplas comparacbes realizadas post-hoc com o teste Student-Newman-Keuis indicaram:
*  p<005, em relagdo acs demais horarios
=+ p< 0,05, em relagée & 6h, 12h e 18h
4 p<0,05 emrelagdo & Ghe 18h
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Foi registrado o aparecimento de apenas duas posturas: 6 Em Pé (EMP) e
Agachado (AGQO) . A analise estatistica indicou ndo haver efeito de horario para
' nenhuma delas (3°=6,335; df=7; p=0,5, para ambas). A Figura 7 apresenta as
comparagdes realizadas entre a postura EMP e AGO nos diferentes horarios. O
teste ndo paramétrico de Wilcoxon para amostras dependentes indicou que as
posturas EMP prevalecem na fase clara do ciclo claro-escuro e também as 18h e

3h se comparadas nos mesmos horarios com a postura AGO (p<0,05).
Situagédo CC

A Figura 8 mostra a distribuicdo de EXP ao longo das 24h do dia. A analise
estatistica indicou um significativo efeito de horario (x°=20,556; df=7; p<0,004)
evidenciado pela diferenca significativa encontrada com as mdltiplas comparagées
post-hoc, método de Student-Newman-Keuls, para os horarios do dia subjetivo e
o horério das 18h, que diferiram dos horarios das 21h, 24h e 3h (p<0,05)

Para INT (Figura 9) ndo foram verificados efeitos significativos de horario

(1°=14,204; df=7; p<0,07).
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Figura 7 - Valor Mediano das Posturas Agachado (AGO) e Em Pé (EMP), observados durante 10 minutos em pombos expostos ao ciclo claro-
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As freqliéncias medianas dos comportamentos pertencentes a categoria
LOC podem ser observados na Figura 10. Foram verificados 0s menores valores
as’ 3h e 24h  (mediana=0,0comp/10min), e os maiores a&s  15h
(mediana=48,5comp/10min) com confirmagéo estatistica de efeito significativo de
horario (y*=24,187; df=7: p<0,001). As multiplas comparacdes realizadas post-hoc
confirmaram estes resultados (p<0,05).

A Figura 11 apresenta a freqliéncia mediana de MOV, Mais uma vez uma
menor alividade foi verificada as 3h (mediana=1,50comp/10min). Valores
medianos  baixos de atividade foram encontrados ainda as 24h
(mediana=4,50comp/10min) e 12h (mediana=6,50comp/10min). Estes dados
foram confirmados pela analise estatistica que indicou efeito de horario
(1*=19,824; df=7; p<0,006), com diferenga significativa entre o horario das 3h e
todos os demais e enire 24h e 12h se comparados com os horarios das 6h, oh,
15h, 18h e 21h (p<0,05).

A Figura 12 mostra a distribuicdo de MAN. Estes comportamentos
apresentaram uma distribuicdo homogénea ao longo das 24h do dia, e a analise
estatistica ndo indicou efeito de horario (;°=11,765; df=7; p=0,10)

A analise da ocorréncia de categoria PAR (Figura 13) mostrou um efeito de
horario (y°=23,783; df=7; p<0,001). A anélise post-hoc indicou que a maior
frequéncia mediana de PAR foi verificada as 3h (mediana=528,5comp/10min) e
24h (mediana=469,50comp/10min), com diferencas significativas (p<0,05), de
todos o©s demais horéarios. O horarios das 9h (mediana=94,50comp/10min)
também diferiu significativamente (p<0,05) de 15h, 18h e 21h.
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jura 10 - Valor mediano dos comportamentos da categoria Locomogao, observados durante 10 minutos {duas sessGes experimentais de 5 min).
iedman: Efeito de hordrio (y2=24,187, df = 7, p<0,001)

Miltiplas comparacgbes realizadas post-hoe com o teste Student-Newman-Keuls indicaram:

+  p< 0,05, emrelagic aos demals horarios

+x p< 0,05, emrelacdo & 6h, ©h, 12h, 15h, 18h e 21h
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gura 11- Valor mediano dos comportamentos da categoria Movimentos isolados, observados durante 10 minutos (duas sessbes experimentais
de 5 min).
jedman: Efeito de horario {2 = 19,824, df = 7, p=0,008)
Maitiplas comparagbes realizadas posi-hoc com o teste Student-Newman-Keuls indicaram:
*  p< 0,05, emrelacdo aos demais horarios
*+ p< 3,05 em relacdo a 6h, 9h, 15h, 18 e 21h
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Figura 12 - Valor mediano dos comporiamentos da categotia Manutencao, observades durante 10 minutos (duas sessbes experimentais de 5 min).
Friedman: N&o foi encontrado efeito de hordrio (2= 11,765, df = 7; p=0,100)
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Figura 13 -Valor mediano dos comportamentos da categoria Parado, observados durante 10 minutos (duas sessGes experimentais de 5 min).

Friedman: Efeito de horario (y? = 23,783; df = 7; p<0,001}
Multiplas comparagtes realizadas posi-hoc com o teste Student-Newman-Keuls indicaram:
= p<005 em relacio aos demais horarios
*+ p< §,05, em relagdo & 15h, 18h e 21h
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Foi registrado ¢ aparecimento de apenas duas posturas: o Em Pé (EMP) e
Agachado (AGO) . A analise estatistica indicou n3o haver efeito de horario para
nenhuma deias (x2=8,778; df=7; p=0,2, para ambas). A Figura 14 apresenta as
comparagbes realizadas entre a postura EMP e AGO nos diferentes horarios. O
teste ndo parameétrico de Wilcoxon para amostras dependentes indicou que as
posturas EMP prevalece no horaric de 9h se comparadas nos mesmos horarios

com a postura AGO (p<0,05). Nos demais horarios ndo foram encontradas

diferengas significativas.
Discussiéo

Os resultados do Experimento | indicaram variacdo de comportamento na
situagdo CE. Os comportamentos de EXP e LOC apresentaram as maiores
freqiéncias as 6h e 18h, diferindo de todos os demais horarios. O horario das 6h
apresentou ainda, alta freqiiéneia de MOV, enquanto que o horario das 18h
apresentou alta freqiéncia de INT. A categoria PAR aparece com maiores
fregliencias nos horarios de escuro as 3h, diferindo de todos os demais e também
.é..s 21h e 24h | éué dlfersram doé horanos das 6h .e 12h da .fase ctara. Qutros
comportamentos mostraram uma distribuigéo mais homogénea ao longo do dia.
Assim, observou-se uma fase de maior freqiiéncia de comportamentos durante a

fase clara, e outra de menor freqliéncia durante o escuro.
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* - indica p<0,05, Wilcoxon Matched Pairs Test.
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Na situagdo CC n&o foram verificados picos de atividades ao longo das
24h, no entanto continua-se verificando uma menor frequéncia de
comportamentos pertencentes as categorias EXP, MOV, LOC, nos horarios da
noite subjetiva (principalmente as 24h e 3h), bem como uma maior frequéncia de
PAR nestes horarios.

A menor atividade comportamental, evidenciada pela alta frequéncia de
PAR, nas diferentes categorias estudadas nos horarios de escuro do ciclo claro-
escuro (21h, 24 e 3h), na situagdo CE e durante a noite subjetiva (24h e 3h) da
situagdo CC parece ser logica, pois pombos s30 animais diurnos. Apesar de ser
l6gico considerar que em animais diurnos a fase de atividade tenha seu inicio
coincidente com o inicio do periodo de luz, é importante lembrar que em nosso
estudo, na situagado CEk, o acender das luzes ocorre abruptamente e neste horario
ocorre um pico de comportamentos. Qutro pico de atividade € também verificado
as 18h, logo apos o apagar das luzes. Essa variagdo abrupta da luminosidade
poderia introduzir um efeito de mascaramento sobre os ritmos comportamentais
caracteristicos desses sujeitos. Experimentos que sejam realizados nestes
horarios podem ter resuitados modificados por esta alteracdo comportamental.
Asswn d efeito. da m.u.daﬁ.ga ébfﬁp{a da tu:lni.nosidélde slslo.bre os.co.rﬁp.orta.rﬁ.e.:;t.c.)“s d.e.
pombos deve ser considerado como um possivel evento mascarador da
ritmicidade.

A observacéo ¢ parte importante no estudo do comportamento. Um animal,
em um procedimento experimental j& possui um repertorio de comportamentos

bern estabelecido e o conhecimento desse repertdrio pode ser essencial para
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compreender os resultados de um experimento. Qu seja, antes de tentar modificar
comportamentos, precisamos conhecer que comportamento sera modificado. Os
~animais tém um ritmo de atividade espontaneo que pode determinar um aumento
ou diminuic&o periddicos do comportamento estudado. Esse ritmo de atividade
espontaneoc pode interagir com ritmos de comportamentos em situagdes
experimentais e levar a interpretagSes errdneas sobre os efeitos dessas
condigbes. Por outro lado, as condigdes experimentais podem interagir com a
ritmicidade do comportamento do animal e estabelecer controles diferenciais de
respostas ou classes de respostas.

As descrigbes comportamentais podem ser realizadas utilizando-se varios
tipos de registros diferentes. Assim, por exemplo, pode-se selecionar alguns
comportamentos de interesse e registrar o tempo em que o animal passa
realizando-os. Pode-se ainda, descrever a sequéncia de eventos motores que
caracterizam um tipo de comportamento, bem como, o tempo que o animal
necessita para realiza-lo e a freqiéncia com que o mesmo aparece no periodo de
tempo observado. Com este estudo, apesar de se ter reafizado um registro
continuo, com marcag:ao de comportamentos a cada segundo nao se anahsou a
:duragao dos diferentes comportamentos e nem se verificou a organizacio
seqgliencial de itens comportamentais. Inimeras observagdes de comportamento
animal, tanto em campo com em situagdes experimentais revelam freqlientemente
a existéncia de seqUéncias de itens comportamentais (Nelson 1964; Delius, 1969:
Sabattini, 1977), sugerindo que existem ligagBes causais entre sucessivas

atividades. A verificagdo desses padrées sequUenciais de itens comportamentais e

71



a sua alteragdo ao longo de diferentes horérios do periodo de 24h poderiam
fornecer informagbes interessantes quanto a organizacdo temporal do
- comportamento.

A distribui¢do diferencial de frequéncias de categorias comportamentais
durante as fases do ciclo claro-escuro e a alteragdo dessas distribuigbes em
situagé@o de claro constante fornecem evidéncias a favor do papel do fotoperiodo
como um zejtgeber para os ritmos comportamentais de pombos em cativeiro. O
fato de que na situagdo CC o comportamento tem uma distribuicio mais
homogénea ao longo das 24h, exceto para os horarios de 24h e 3h, também é
indicativa de uma distribuigéo diferencial durante o dia e a noite subjetiva.

A variag@o de comportamentos ao longo das 24h na situacdo CE estaria
sincronizada a alternancia da fase de claro e de escuro no ciclo claro-escuro.
Pode-se dizer que a variagdo comportamental sincronizada a esse ciclo estaria
correlacionada com a sincronizagdo de outros ritmos fisiolégicos e bioquimicos.
Essas correlagGes garantiriam e definiriam a ordem temporal interna dos animais
(Cipolla-Neto, 1988) .

Na situagdo CC, a auséncia do sincronizador externo altera a
.d.i:st:;ib{;.igéo c;)r.ﬁ;.:::o&éméh.talmé, provavetmente também a variacdo ciclica de
variaveis fisiologicas, tais como os niveis hormonais. Isso levaria a uma ruptura da
ordem temporal interna do organismo e, como conseqliéncia, a um ajuste do
sistema temporizador. Nessa condicdo de CC pelo menos dois horménios
sofreriam alterac0es mais drasticas: a MEL e a B. Contudo, a validade dessas

proposicées depende de analises que possam relacionar essa ritmicidade
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comportamental a variagdo de medidas de concentragbes plasmaticas desse

horménio. Tais questbes sdo abordadas no Experimento 1.
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EXPERIMENTO Il

RelagGes entre a variacdo diurna/noturna nas concentragées de Melatonina e
Corticosterona plasmatica e a atividade geral de pombos (Coliimba livia) em

cativeiro

Este Experimento pretendeu analisar as relagGes entrez variagbes na

atividade geral de pombos Columba livia e as concentragbes plasinaticas de MEL

e B ao longo de 24h. Para a analise das condicbes de iuminc_?sidade sobre o
comportamento de pombos em cativeiro e concentragies de secre¢éo hormonal

foram usadas duas situacdes: ciclo claro-escuro de 12h:12h (CE) e 24 horas de

claro constante (CC).

Materiais e Métodos
Sujeitos

Foram usados 40 pombos machos, adultos (Columba Iivia%jf;, obtidos de um
tmnico fornecedor, pesando entre 350 e 450 gramas, mantidos ené:-:gaioias-viveiros
individuais de ago galvanizado (0,50m x 0,35m x 0,38m), alojado% no biotério de
aves do Departamento de Fisiologia e Biofisica do Instituto éEit:ie Biologia da
UNICAMP. As aves podiam manter contato visual e corporal atra:éwés das grades

das gaiolas. Agua e alimento eram fornecidos a vontade e tréf)cados em dias
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alternados entr% 13 e 14 horas. O alimento fornecido consistia de uma mistura de
ragdo, quirera de milho, semente de girassol, casca de ovo, complementacao
vitaminica e aéeia. A temperatura do biotério era mantida ao redor de 24°C.
Visando a ada;i%tagéo dos pombos as condicdes de alojamento, as manipulagoes
experimentais iniciaram-se apos 20 dias no biotério. Durante este periodo, os
pombos foram'é mantidos em um periodo claro-escuro 12h:12h, com a luz
acendendo as 6h € apagando as 18h. Os animais foram atribuidos aleatoriamente
a 2 grupos, def;?g‘:nidos segundo a condicdo experimental a que estavam expostos:
ciclo ctaro‘-escu%ro 12h:12h (situagdo CE), em que foram mantidas as condi¢des
acima descritaéﬁ (n = 20); ou 24h de claro constante (situagdo CC), introduzida

antes da obsenfé_ac;éo comportamental, que durou um maximo de 32h (n = 20).
Equipamentos

O registro comportamental foi realizado na sala do biotério com os animais
alojados em sue%ﬁés gaiolas-viveiro.

Para a filmagem dos comportamento foi utilizando um equipamento VHS,
para registros a}:diovisuaés (c@mara filmadora Panasonic) A camara filmadora foi
posicionada na _-'sala do biotério, 1m na frente das gaiolas-viveiro, 24hs antes do

inicio das gravagdes. Um aparelho de TV (Panasonic), conectado ao equipamento

de filmagem, ﬁc@va em uma ante-sala e permitia a monitoragdo da gravagdo das

sessGes de observagio comportamental.
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Para a coleta de sangue foram utilizados scalp n.° 21, seringa descartavel
de 10ml, algodéo e alcool. Durante o periodo de escuro do ciclo claro-escuro a

coleta foi realizada com o auxilio de uma lanterna com Iémp;*iada GE-PR-25,

coberta com um filtro vermelho.

Procedimentos

1. Observacgao direta e registro comportamental

Os comportamentos foram registrados em duas sessodes, dﬁ% 5 minutos com
intervalo de 24h, nos seguintes horarios: 6h, 8h, 12h, 15h, 18h, 21:_5_h, 24h e 3h. No
horario das 6h a filmagem foi iniciada 5min. apds o acender das luzes. Nestes
horarios, apenas 6 animais escolhidos aleatoriamente, em cada situagéo
experimental, foram filmados. As gaiolas, dos pombos filmados, foram
posicionadas em duas fileiras sobrepostas (3 gaiolas cada) enccj%?stadas em uma
das paredes da sala, com localizag80 oposta a porta de entrada n? sala.

Durante o periodo de escuro da situagdo CE o biotério:;.éﬁcou iluminado
apenas por uma lampada Philips de 60 Watt, protegida por b%m canhdo que
continha um filtro vermelho Kodak 1A Safelight Filter CAT 1521517-7H. Esta luz foi
introduzida no biotério com uma semana de antecedéncia® (iluminﬁéagéo inferior a 1

lux na localizagdo central, a 92cm de disténcia do teto, na altura d{;a fileira superior

das gaiolas). Na situagdo CC uma luz fluorescente (iluminacao de 300 lux, medida

* Testes preliminares indicaram que esta intensidade de luz nao afeta os niveis de MEL e B
plasmaticos. :
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tomada na me%sma posicao acima descrita) foi acesa 24h antes do inicio da
gravacdo e assi;m permaneceu durante os 2 dias de observacao.

A anélise%-dos comportamentos foi realizada apés a transcricéo das fitas, por
dois observadit;;)res independentes. Os comportamentos observados foram
registrados a cégada 1s e atribuidos a 6 categorias comportamentais distintas,
componentes do catalogo de comportamentos de pombos em cativeiro
(Experimento l)f Foram elas: Movimentos discretos de paries do corpo de partes
do corpo ou sde todo o corpo (MOV), Exploracdo (EXP), que englobou
comportamento% exploratorios e pré-exploratorio devido a baixa frequéncia de
ocorréncia do se_aigundo; Locomog&o (LOC); Interagéo (INT); Manutencdo (MAN) e
parado (PAR).

A anéiisé; comportamental utilizou a somatdria dos comportamentos MOV,
EXP, MAN, L@C e INT apresentados na primeira e na segunda sessédo
considerando-se% o total de 10 minutos de observagdo®. Essa somatoria foi
denominada ati;é.t/idade geral (AG) de cada pombo. Utilizou ainda, a somatoria dos
registros de au%éncia de atividade observavel (PAR) na primeira ¢ na segunda
sessédo da mesn‘? a forma.

Os coméortamentos, apresentados pelos pombos eram observados
diretamente e a;mtacios, em folhas de registro pelo experimentador ao mesmo

tempo em que ccorria a gravagdo das sessbes em fitas de video. As fitas eram

posteriormente tévanscritas pelo experimentador, em folhas de registros. As davidas

foram discutidasf= por dois observadores pela reanalise das fitas e das transcrigbes

* A primeira sessaé_a néo diferiv da segunda, em nenhum horério, e portanto foram somadas
(Wilcoxon p > 0,05)
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realizadas. A anélise da fidedignidade entre ambos os observadores foi dada pela

somatoria dos acordos dividido pela soma das omissées, acordos & desacordos, o

valor obtido foi multiplicado por cem. (A/JA+O+D x 100).
2. Analise das concentragées plasmaticas de MEL e B

A coleta de sangue foi realizada nos seguintes horérios: b‘ﬁ 9h, 12h, 15h,
18h, 21h, 24h e 3h, sendo que no horario das 6h o procedimento fbi iniciado 5 min

apos o acender da luz. Cada pombo, da situagdo CE e CC, passou pelo

procedimento de coleta de sangue em dois horarios diferentes, com intervalo de

12h. No primeiro dia formam coletados ‘5mi de sangue, uma ﬂniéi:a vez de cada
animal, nos horarios: 6h, 12h, 18h e 24h e, no dia seguinte, col%ztou-se 1mi de
sangue, uma unica vez, as 9h, 15h, 21h e 3h. Na situagéo CC, 24?\ antes do inicio
da coleta de sangue, os pombos foram expostos a luz constante;%i:(SOO!ux), assim
permanecendo durante todo o periodo de coleta. ..

A adaptacdo aos procedimentos foi realizada durante os 5 dias que
antecederam a coleta, seguindo-se sempre o mesmo pfotocoigb experimental.
Assim, os pombos eram retirados da gaiola viveiro, sempre pela .}nesma pessoa,
colocados dentro de uma saco de tecido (brim) preto e transiferidos para o
Laboratério, onde eram colocados em decubito dorsal, a asa era ;fetirada do saco

atraves de uma abertura lateral e estendida para expor a veia bra%hquial. Algumas

penas da regido eram entéo retiradas e realizava-se assepsia com alcool no local

da punc¢do. Este procedimento ocorreu nos mesmos horérios;} experimentais.
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Durante o peri?é;odo escuro do ciclo claro-escuro, os pombos permaneciam no
escuro total no biotério e no laboratorio. Para auxiliar a coleta uma lanterna era
focalizada aper‘éas sobre a asa que seria puncionada. Entre a retirada do pombo
do biotério e a éoleta de sangue o tempo maximo decorrido era de 60 segundos.

A coiet{a de sangue foi realizada um més apds 0s registros
comportamenta%s. Na condicdo CC durante estes 30 dias, os animais foram
mantidos no mea;smo ciclo claro-escuro da situacéo CE.

Apds a ca%;ieta, cada amostra foi colocada em tubo heparinizado, identificada
e centrifugada a 5.000 rpm por & minutos, a uma temperatura de 4°C. O plasma foi

separado e congelado a -70°C, para analise posterior.
3. Radioimungensaio

Tanto a dosagem de MEL como a de B foram realizadas por

radioimunoensa_io (RIE). O RIE de MEL foi estabelecido e validado por Caldas

(Caldas, MCS dados n&do publicados) no Laboratério de Fisiologia da
Reprodugdo da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto-USP utilizando o
método de ads;éiorgéio da fragdo livre em carvdo-dextrano descrito pela firma
Stockgrand LT (1984) que forneceu o anticorpo anti-Mel. O RIE de B foi
padronizado e_ivaiédado biologicamente por Jisménes (1989), modificado no
mesmo Iaboratc‘:;-rio descrito acima utilizando o método de adsorgdo em carvio-

dextrano, métodfc} este baseado no original de Vecsei et al. (1972).
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As concentracdes plasmaticas de MEL foram dosadas Epara todos os
horarios. A dosagem de B plasmatica foi feita usando-se apenés a coleta do
primeiro dia. |

Para o RIE de MEL foram empregados 0s seguintes reageré}tes e solugbes:
(a) anticorpo para melatonina (Stockgrand Ltd.), (b) meiatonine; marcada ([O-
methyl-3H] Melatonin, TRK 798, Amershan Life Science), (c) melat%bnina (N-Acetyl-
5-methoxytryptamine) utilizado como padréo (Sigma M 520), (d) éoiugﬁo tampéo
(TRIE) preparada com 18 g de ftricina (Sigma, T 9784), 9g de e}:ioreto de soédio

cristalizado (Merk, Art/ 6404) e 1 g de gelatina (Merk, 4070) diiuidbs em 1 litro de

agua bidestilada, (e) carvao-dextrano preparado com 625 mg de carvdo ativado
(Merk, Art. 2186) e 62,5 mg de dexiran (Sigma, D-1390) diluido?s em 100 ml de
TRIE, (f) liquido de cintilagdo preparado com 5g de 2,5 diphen§l~oxazole (PPO,
Sigma D 4630), 980 mi de tolueno (Merk, Art. 8325) e 20 mi de f%‘netanol absoluto
(Merk, Art. 6009) e (g) Soro de cabra normal. |

Para o RIE de B foram utilizados: (a) anticorpo para a corticosterona
(obtido no laboratério do prof. Dr. Alaina Belanger, C. H. U. L, éuebec Canada),
(b} corticosterona marcada (3H - Corticosterone, TRK 406 (proéveniente de New
England), (c) corticosterona utilizada como padrdo (Sigma ¢ - 2;'502); (d) solugéo
tampao fosfato ge! (STF) preparado com 16,3g de cloreto de ?ﬁc’)dio cristalizado
(Merk, Art/ 6404), 0,4g de azida sodica; 6,5mi de fosfatommoncésédio, 43,5ml de
fosfato de sodio e 2g de gelatina a 1% (Merk, 4070) diluidos eam agua destilada,

(e) carvdo-dextrano preparado da forma descrita acima e diluidos em 100ml de
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SFG e (f) fiquidéﬁ) de cintilagdo (mesma preparacdo que a utizada para RIE de

MEL).
Em cada ensaio foi determinada uma curva padrdo com concentragées

crescentes de MEL ou B ensaiadas em duplicata: 5, 10, 20, 50, 100, 200, 500 e
1000 pg/ml |

Tanto par:;i‘a 0 RIE de MEL, como para o de B foram determinados em dois
tubos o ponto ze%'o (Padréo 0, B, - ligagdo maxima da anti-MEL com a MEL 3H e
da anti-B com a iB 3H, na auséncia do padrio ou desconhecido). A quantidade de
ligagdo inespecifﬁég:a foi avaliada pela substituigdio da anti-MEL (2 tubos) ou a anti-B
(2 tubos) por solbz;géo tampéo.

Volumes c-:;s*escentes de plasma com concentragbes desconhecidas foram
testados no enszio (50, 100, 250 e 500 ul), sendo estes completados com os
tampaos dos RIEE-}para 500 wul.

A seqﬂén%;ia de realizagdo do ensaio de MEL foi a seguinte: (a)

adicionaram-se nos tubos: solugo tamp&o, padrdes ou desconhecidos, anticorpo

e MEL 3H, (b) aéé amostras foram homogeneizadas (agitador vértex) e incubadas
por 24h 4 4°C; (c} apos este periodo adicionou-se as amostras, 50 ul de soro de
cabra normal dilz@aido a 1/500 e as mesmas foram incubadas a temperatura
ambiente por 30 ?ninutos; (d) 250 pl de carvdo-dextrano foram adicionados, as
amostras foram hémogeneizadas novamente e centrifugadas a 3000 rpm por 20
minutos a 42 C.,é(e) 0s sobrenadantes foram vertidos em tubos de cintilagdo
(exceto tubos tota%is); (f) foram adicionados 5 m! de liquido de cintilacdo; (g) os
tubos foram agitaciéos & procedeu-se & leitura em um cintilador liquido da Beckman.
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Eoram usados um volume de 500 pl de plasma. A dose minima detectavel
foi de 5 pg/tubo, o coeficiente de variagdo intra e inter-ensaio ot de 3,8% e 7,5%
respectivamente.

Foi observado paralelismo da curva padréo (MEL-Sigma) %:om as baixas
concentracdes de MEL diumas e altas concentragbes noturnas. E%te fato validou
biologicamente O ensaio para andlise do horménio no plasma de pc%mbos.

Durante a realizagdo do ensaio de B, foi seguida uma seqéﬁéncia bastante

parecida com aquela utilizada para o ensaio de MEL, assim: (a) adicionaram-se

nos tubos: solugdo tampao, padrdes ou desconhecidos, anticorpo e B 3H, (b) as

amostras foram homogeneizadas e incubadas por 24h a 4°C§f;' (c) apos este
periodo, as amostras foram adicionadas de 250 w de carvao-dextrano (2°
anticorpo) € centrifugadas a 2.500 rpm por 20 minuios a 42 C., (d) os
sobrenadantes foram vertidos em tubos de cintilagdo (exceto %;ubos totais), (e)
foram adicionados 4 mi de liquido de cintilagao e (f) os tubos foram agitados €

procedeu-se a leitura em um cintilador liquido da Beckman.
Eoi utilizado um volume de 500 ul de plasma. A dose minima detectave! foi

de 36,5 £ 12,7 pgltubo, o coeficiente de variagéo intra e inter-ensaio foi de 3,9% e

6.0% respectivamente.
Em testes realizados quando se estava realizando a padronizagdo da
técnica do RIE verificou-se que as concentragbes plasmaticas d{eé MEL nas coletas

realizadas logo apés a luz do biotério se acender estavam em oo de 160pg/mi.

Os valores caiam para 36pg/mi, se a coleta ocorria as BhO5min, mantendo-se
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estaveis até a$§ 6h30min. Por este motivo, a coleta de Sangue se iniciou as

6h05min.
Analise estatisétijica

Andlises ¢ e;omparatzvas entre a freqiéncia geral (total) de comportamentos
(AG) e repouso. (PAR) para as situagdes CC e CE foram realizadas utilizando-se
ANOVA, de dua‘a vias, com horario (H: 6h-15h; 18h 3h) como fator e situagéo (S:
CE e CC) como medida repetida, seguida por comparagdes multiplas com o teste
de Newman~Keui§;_zs.

Usamos a prova nao-paramétrica de Friedmam, um tipo de analise de
varidncia por po%tos Para um mesmo grupo de sujeitos expostos a diversas
condicbes (horaruf)s) para determinar se a freqléncia de AG, de PAR, e ainda as
concentracGes de MEL plasmaticas, dependiam da hora do dia considerada, nas

situagbes CF e C:C O teste de Friedmam foi seguido por processo de multipias

comparagdes par@adas com o meétodo de Student-Newman- Keuls. O efeito de
horario nas concemragoes de B plasmatica, na situacéo CE e CC foi investigada
utilizando-se KruskaLWaEhs analise de variancia de um fator (horario) seguidas por
comparacies mﬂ!t;pias com o teste de Newman-Keuls.

Para ana!isé\zr as concentragGes cumulativas medianas plasmaticas de MEL

e B na situacéo CZE X CC e a MEL na situagdo CE 6h-15h X CC 6h-15H foi
utilizado o teste riéo paramétrico, para amostras independentes Mann-Whitney

Rank Sum Test.
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Resultados

A Figura 15 mostra gue os valores médios de AG apresenéédos durante a
fase clara do ciclo claro-escuro (CE 6h-15h) ou durante o dia suéb}etévo (CC 6h-
15h) foram maiores em comparacao ao periodo de escuro (CE 18!?::@-32':) ou a noite
subjetiva (CC 18H-3H). Comparagdes entre CE 6h-15h X CC 6h~1é§h e CE 18h-3h
X CC 18h-3h, ndo mostraram diferencas significativas. A analise es;%atistica validou
essas observagbes indicando um efeito significativo para; horario {H[F
(1,10)=17,39;p<0,002]}, mas ndo para os resultados referenteé% ao efeito de
situagdo {S[F(1,1)=0,33;p=0,6]}. A média de AG dos animais expé’;stos a situacao
CC durante o dia subjetivo foi, no entanto, maior que aguela veriﬁc_:iada em CE 6h-
15h. Com relagdo aos valores meédios de PAR relagtes i;-;nversas foram
observadas, ou seja, as maiores freqliéncias ocorreram duranté 0 periodo de
escuro do ciclo claro-escuro ou durante a noite subjetiva de CCE,. com efeito de
horario {H [F (1,10)=17,08;p<0,003]}, mas ndo de situagéo {$[F (1,1)=0,45;
p=0,6]}. _'

Pela analise da Figura 16 e possivel comparar a variagég’io de AG e de
concentracdes plasmaticas de MEL e B ac longo do periodo de 594h na situacéo
CE. Observamos que tanto o comportamento, quanto os hormé“#;nios MEL e B

apresentaram flutuagbes durante as 24h. Ocorreram dois pico$ de AG as 6h

(mediana=637,5comp/10min} e 18h (mediana=615,5comp/10min) e um outro

intermediario as 12h (mediana=397,0comp/10min). O menor niveél de AG ocorreu
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12h:12h, luz acesa as 5h {Situagiio CE): e a 24 h de claro constante (Bituagdo CC) durante o dia subjetivo (Bh-15h) e a noite
subjetiva (18h-3h); Comportamentos da Categoria Parado {PAR) em pombos expostos ac periodo de clarc-escurc da Stuacde CE;
PAR em pombos exposios ao dia e noite subjefivos da Situagio CC.

Anova - AG - Efeito de horario {H[F(1,10)=17,39, p<0,002]}*
PAR - Efeito de hordric $H[F(1,10)=17,08; p<0,003*
Miltiplas comparagtes realizadas pest-hoc com o métods Student-Newman-Kleus
* p<0,05 4
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as 3h (mediana=10,5comp/10min). Esses resultados foragéfjn confirmados
estatisticamente pela prova de Friedmam que evidenciou efeitoisignificaﬁvo de
horario (x2=35,891;df=7;p<0,001 ). As multiplas comparacdes reaii;zadas post-hoc,
metodo de Student-Newman-Keuls, determinaram diferencas signi:_:icativas para os
horarios de 6h, 12h e de 18h em relacdo aos demais horériosi (p<0,05). Nao
houve diferenca significativa entre 6h e 18h (p>0.05). As concentractes

plasmaticas de MEL, mostraram um claro ritmo com concentragfes mais elevadas

durante o periodo de escuro. As diferengas entre os horérios diurnos e noturnos

foram confirmados pelos teste de Friedmam (x2=27,431;df=§7;p<0,001). Os

horarios noturnos de 21h, 24h e 3h diferiram signiﬁcativame{:te dos demais
(p<0,05) conforme indicado pelas multiplas comparacdes post-}%hoc. Embora a
variagdo da concentracdo mediana plasmatica de B néo tenhé;‘; sido tao clara
quanto a de MEL, foram detectadas diferencas estatisticas entre% 0s horarios {H
[F(3,16)=3,50;p< 0,04}}. A concentracdo de B as 12h (081 ng/ml) foi
significativamente menor (p<0,05) em comparagdao com 6h (1,;;52ng/mE) e 24h
(1,26ng/mi).

O mesmo tipo de analise para a situagdo CC (Figura 17), in;dicou mudancgas
na distribuigdo dos valores medianos de AG e nas concentragﬁ};es medianas de
MEL e B plasmaticas, ao longo das 24 horas. A manutengao de ritmicidade foi
indicada por um efeito estatisticamente signiﬁcativo’i de  horario
(1?=22,222:df=7:p<0,002) que deve se relacionar com 08 ré%}enores valores
medianos de AG ocorridos as 24h (145 comp./min.) e 3h (71,5 é‘;;omp./min.), que
diferiram estatisticamente dos demais horarios (p<0,05). A!@m disso, na fase
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K;'uskal Wallis: B - Nao foi verificado efeito de Horério [ (3,16) = 1,69, p=03
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correspondente;ao dia subjetivo foi verificado que a AG no horario das 9h
(mediana = 52{3 comp./min.) diferiu significativamente dos horarios da noite
subjetiva (p<0,0§5). Embora o ritmo de secrecdo de MEL verificado durante a
situagéo CE terjgha sido abolido na situagdo CC, continuamos encontrando um
efeito de horéric:% (x2=16,27‘!;df=7;p< 0,03) que deveu-se provavelmente a maior
concentragdo n%ediana de MEL verificada as 6h (28,60pg/ml), que diferiu
signiﬁcativamenté de todos os demais horarios (p < 0,05). Ndo foi encontrado
efeito de horéric; durante a situagdo CC quando se considerou as concentracbes
plasmaticas mecﬁianas de B {H[F(3,16)=1,69;p=0,3]}. No entanto, como verificado
para a situacgao C)E as maiores concentragbes plasmaticas de B ocorreram as 6h
(2,61ng/ml) e 24%1 (1,98ng/mi; p<0,05).

A Figura '§8 sumariza os dados de AG e das concentragbes plasmaticas de
MEL e B, para gas situagées CE e CC. Embora a freqliéncia média total de AG
para o periodo eabtre 6h-24h nédo tenha mostrado diferengas significativas entre as
duas situacOes {p> 0,05) as diferencas entre as concentragbes de MEL (T =
2185,50; p< 0,06;51) e B (T = 295,500; p = 0,002) nas duas situacdes foram claras.
Além disso, é in_éieressante notar que as concentragBes plasmaticas cumulativas

medianas de MEL durante o dia subjetivo de CC foram significativamente menores

em comparagao com a fase clara de CE (T = 497,50; p = 0,019).
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subjetivo da situagdo CC (Bh-15h), Concentraggo cumulativa mediana de Corticosterona Plasmatica ém pombos expostos a CE e CC.
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Mann-Whitney Rank Sum Test :

' ® p<0,05, em relagdo a CE
wE p<0,0001, em relagdo a CC
% ped 05 em relagio a CC 6h-15h

90



Discussio

Os resui%ados do presente estudo confirmam observagdes prévias que
indicam uma relagdo inversa entre a ocoméncia de comportamentos e as
concentragdes éiasméticas de MEL, em pombos expostos a situagdo CE (Ebihara
et al., 1984; Oséﬂima et al, 1989). Em seu conjunto esses resultados reforcam a
importancia do :cicio claro-escuro como agente sincronizador. Por outro lado,
replicam dadosi_iﬁda fiteratura indicando uma distribuigdo mais homogénea de AG
ao longo das 24h na situagdo CC. Ainda, nossos dados indicam que luz constante
de 300 lux por a?@enas 24h é eficiente para causar interrupcéo da secrecdo ritmica
de MEL, e redfé:,lzir a secrecdo de MEL a concentragdes inferiores as basais
durante o dia s@;}b}etivo da condigdo CC. A condicdo CC resulta em concentragdes
plasmaticas de B elevadas sem, contudo, mudar o perfil de secrecdo. Levanta,
ainda questdes i‘,{ﬁ respeito das relagbes existentes entre AG, MEL e B.

Os niveis comportamentais mais elevados na fase clara da situagéo CE

(6h-15h) quandé comparada a fase escura (18h-3h) caracterizam claramente a
sincronizagao a%%) ciclo claro-escuro. Por outro lado, verificamos também uma
distribuicao mai? homogénea de AG nos varios horérios, na situagdo CC,
sugerindo uma :'_iaiteragéo do ritmo caracteristico da condicdo CE. Estas aves,
contudo, contim%aram apresentando uma maior quantidade de atividades durante
o dia subjetivo, 'j;;tse Comparadas com a noite subjetiva. Essa variagdo pode ser

considerada conféo indicativa da manutencgéo de ritmo comportamental.
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A analise comportamental ac longo das 24h na situagsio CE mostrou um
pico de AG, as 6h e 18h, como ja havia sido demonstrado n@ experimento |
quando as categorias comportamentais foram analisadas em separado. Devemos,

no entanto, lembrar que estes horarios coincidem com o acender e o apagar das

luzes do biotério. Assim, a influéncia que a mudanga abrupta f;ie luminosidade
causa nos comportamentos de pombos deve ser levada em corgsideragéo como
um possivel evento mascarador da ritmicidade. Essa suposi‘%;éo parece ser
confrmada pelo fato de que os pombos expostos a sits;sagéo CC néo

demonstraram este pico de atividade nesses horarios. Dessa forma pode-se

considerar que na situag8o CC esses dados ndo teriam efeitos de% mascaramento.
Possivelmente, o uso de um potencidmetro que permitisse que a luz do biotério
fosse aumentando de intensidade gradativamente ac amanhecer; e reduzindo da
mesma maneira ao anoitecer, mimetizando ¢ que ocorre no; meio ambiente
poderia controlar esse efeito mascarador do ambiente sobre o ritmo
comportamental. |

Embora considerando a possibilidade de mascaramento dc:; ritmo de AG na
condicdo CE e importante lembrar que um segundo plao de atividade
comportamental foi verificado as 12h. Além disso, a baixa freqﬂéémia de emisséo
de comportamentos as 21h, 24h e 3h na situacdo CE apontaém claramente a
ritmicidade comportamental nesta condicdo estudada. Ao mesréno tempo, nesta
situagao, as 3h a categoria PAR apresentou a maior freqiiéncia, di;iferindo de todos
os demais horarios analisados ao longo das 24h do dia. Os de:aé;dos obtidos séo

similares aqueles encontrados em estudos que analisaram registros automaticos
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de comportamentos de aves. Nestes trabalhos, os comportamentos sao
registrados de nﬁaneira ininterrupta ao longo das 24 horas do dia, por muitos dias
consecutivos, gérantindo a verificagdo de um claro ritmo de atividade diurna
(Chabot & Menaker, 1992; Ebihara et al., 1984 Hans, et al., 1988).

No presente trabalho foram registrados apenas 10 minutos de atividade em
cada um dos{- horérios analisados e ainda assim evidenciamos uma
preponderéncia de atividades na fase clara do ciclo CE. No entanto, de maneira
bastante intereé;sante evidenciamos horarios de maior ou menor atividades
durante o pen’ocﬁo de claro e durante o periodo de escuro do mesmo ciclo. Estes
dados sugerem a existéncia de uma possivel ritmicidade ultradiana. Ritmos
ultradianos s&o @queles com periodo menor que 20h. Segundo Halberg (1980), é
possivel demon}strar a coexisténcia de ritmos circadianos e ultradianos em
diversos sistemas biologicos. A coexisténcia destes ritmos em comportamento de
ingestdo de iiqui%:ios em ratos albinos, expostos a um ciclo claro escuro 12h:12h e

em condi¢bes dé escuro, ja foram descritos (Aratjo 1995; Aratjo et al., 1996). A

origem dos ritrréos ultradianos e o seu significado biolégico ndo sdo claros.
Segundo Turek {1994) as oscilagbes ultradianas sdo adaptativas, pois permitem
sincronizagdo cfe eventos intermitentes promovendo uma utilizagdo mais
econbmica de er’éqiergia. As inter-relagtes entre ritmos ultradianos e os circadianos
poderiam resufta%r em modulagdo dos ritmos ultradianos por sinais circadianos e
também, na subc;%rdinagéo dos processos biologicos a estes dois ritmos. Aratjo et
al. (1996) propcféem que a ritmicidade ultradiana serviria para coordenar a

ocorréncia de processos metabolicos e comportamentais de uma série de eventos
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simultdneos com eficiéncia maxima. Em aves, a ritmicidade ultradi%ana em evenios
comportamentais ndo tem sido descrita. Para verificarmos a existéncia de
ritmicidade ultradiana, sugerida em nosso experimento, serizé; necessaria a
realizago de experimentos com um maior nimeros de sujeitos ?’observados por
uma quantidade superior de dias e com monitoragéo compoﬂar?xental continua.
Alem disso, seria interessante também dentro deste conte%.to analisar as
categorias comportamentais em separado. .

Conforme ja demonstrado na literatura, um claro e robustc%; ritmo diario de
secrecdo de MEL foi verificado em CE, com baixas concentéagﬁes de MEL
plasmatica durante a fase clara do ciclo e altas concentragées?fdurante a fase
escura. Assim, os horarios diurnos do cicle CE sdo caracterizadc:;_s pelos maiores
niveis de AG e pelas menores concentrages de MEL. Nos horégi;_rios noturnos, a
maior concentracdo de MEL plasmatica foi observada as 3h, ;E%aorério tambeém
caracterizado pela menor atividade geral e a maior freqiéncia de FﬁAR

Pode-se considerar que os resultados do presenteé-; estudo estéo
diretamente relacionados com questbes sobre a inter—relag,éo; entre sistemas
biologicos oscilatorios e o sistema temporizador de atividad;éa circadiana. A
atividade comportamental ritmica no periodo de 24h caracteristi;:a de diferentes
organismos, € indicada pelos dados de AG nas condigOes CE e CC. O ritmo
comportamental descrito em CE tem uma relagao inversa com a %E)scélagéo ritmica

identificada nas concentragbes de MEL. Essa relagdo inversa entre nivel de

atividade e concentragées de MEL bem descrita na literatura (Chabot & Menaker

1992; Foa & Menaker, 1988; Oshima ef al. 1889; Oshima e. ais 1987) tem sido
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relacionada a fi:diferantes possiveis funcdes da MEL. Oshima ef al. (1989)
verificaram queéé&a administragdo continua de MEL em pombos PX e EX ndo era

eficiente para causar restauragdo de ritmicidade de atividade locomotora e

temperatura coféporai, enquanto que administragdo ritmica deste horménio era
eficiente para réstaurar a ritmicidade perdida. Esses autores sugeriram que esse
hormdnio, Iiberé‘fdo de maneira ciclica teria um efeito modulatério nos ritmos de
inGmeros compéyrtamentos. A MEL poderia ainda atuar em sistema(s) alvo(s) que
funcionaria(m) c’%omo oscilador(es) (Chabot & Menaker, 1992). Embora esse(s)
oscilador{es) ni*éo esteja(m) identificado(s) Ebihara et al, (1 984), tambéem
propuseram a p%;esenga do(s) mesmo(s), uma vez que demonstraram que o cicio
claro-escuro é c%apaz de sincronizar pombos PX e EX. O NSQ em muitas espécies
de aves poderr}i depender da entrada ritmica de MEL ou da luz para manter
comportamentos:; ritmicos (Cassone & Menaker, 1984). Assim, apesar de ndo
serem conhecidiéas todas as fungbes da MEL, produzida de maneira ciclica pela

pineal e pela retﬁna, pode se afirmar que esse horménio realiza a interface entre o

ciclo claro-escur;:) ambiental e os sistemas nervoso central e endécrino, sendo o
principal mediac;iéor da resposta fisiolégica nos ritmos circanuais e um poderoso
modulador dos r%tmos circadianos (Rivkees ef af., 1989, Golombek, ef al., 1997).
Na situaéﬁo CC de nosso experimento, o ritmo de secrecdo de MEL
plasmatico, foi c;:;nmpietamente abolido. O efeito da luz em inibir a produgéo de
MEL pela pineél em pombos e reduzir a niveis basais as concentracdes
plasmaticas des%;e horménio e documentado na literatura (Yamada et al., 1988).

No entanto, a ?f.intensidade luminosa utilizada € superior (2000 lux) aquela
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empregada em nosso experimento (300 lux). Observamos, aéé_inda, que a luz
constante foi capaz de reduzir também as concentragbes basais; desse hormdnio
durante o dia subjetivo, dado esse, que reforca a eficiéncia des%ze estimulo para
inibir a produgéo de MEL. Na condigdo CE altas freqiiéncias de /%G ocorreram em
horarios de baixas concentragbes de MEL plasmaticas. Porém na situagdo CC,
quando as concentragées de MEL permaneceram baixas o tempr:: todo, observou-
se redugdo de comportamento as 24h e 3h.

Quando tomados em conjunto os dados de AG de nosso i_-experimento na

situacdo CE e CC, verificamos que os pombos expostos 5_'9 situagdo CE

apresentaram uma freqiiéncia média de AG inferior aquela verificada na situacdo
CC, embora néo significativo do ponto de vista estatistico. Deve f;er lembrado que
a elevada emisséo de comportamento ocorrida as 6h e 18h, horégrio do acender e
apagar das luzes, estdo englobadas nessa medida. Esse fa‘é:_o poderia estar
relacionado a pequena variagdo da freqiiéncia comportamental \éériﬂcada quando
se compara CE e CC. Convém ressaltar ainda, que o pico iintermediério de
atividades verificado em CE n#o ocorreu durante a situagéé}a CC. Talvez a
exposi¢éo a luz continua, mesmo por pouco tempo, interfira em r%’tmos ultradianos
que, como discutido acima, precisam ser investigados. |

Dados preliminares, obtidos durante a validagéo da técnica de
radicimunoensaio, demonstraram que exposigdo a apenas 5 mir%utos de luz (300

lux) s&o suficientes para reduzir as concentragées plasmaticas de MEL a valores

75% inferiores. Esse fato também é demonstrado em roedores, ¢nde puisos de 5

minutos de luz sdo suficientes para suprimir © mecanismo de pfsg%odugéo de MEL
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pela pineal e targflbém reduzir a concentracdes basais a MEL plasmatica (Yellon &

Hilliker, 1994). Em pombos, segundo Foa & Menaker (1988), 70% da MEL

circulante origing-se na pineal, 17% da retina e 13% de regides ndo conhecidas.

No entanto, o ritéj*so de secregdo da MEL é determinado pela producao da pineal e
da retina. Oshinfaa et al. (1989), contudo demonstraram que a pineal e a retina
contribuem em ig%uais proporgdes com o pico de secregdo noturno deste hormonio.

Assim, erffgbora 0S nossos resultados repliquem a literatura quando aves se
encontram na si’;%;agéo CE, o mesmo n3o ocorre de maneira clara na situacdo CC,
ou seja, a red@g:éo de MEL plasmatica por 24h ndo ¢ suficiente para provocar
arritmia e aumen;:itar de maneira significativa a emissio comportamental. Um ponto
interessante dos:f: dados € o baixo nivel de AG no dois Ultimos horarios da noite
subjetiva na sitt.gajéagéo CC, apesar das baixas concentrages de MEL indicados
pelas andlises e%statisticas. Esse dado possibilita tecer considerages acerca de
algumas possivéis indicagbes. A primeira delas seria no sentido de postular que a

MEL, embora promova reducao na freqliéncia de alguns comportamentos tais

como atividade Iﬁbcomotora e alimentar, conforme discutido acima, néo influencia
diretamente o ni{/el de AG e portanto o mesmo poderia estar diminuindo mesmo
com as concentr%qgées de MEL baixas. Devemos ressaltar contudo que na medida
em que a secreg’_ﬁ;éo de MEL foi inibida por um periodo superior a 24h e inferior a
72h observamosf manutencao de maiores niveis de AG durante um determinado
tempo na fase escura do ciclo (no caso 3 a 4h), sugerindo que a MEL sinalizaria
ou controlaria a redugdo de AG. Podemos inferir desta observacgéo, que na

medida em que esse mecanismo sinalizador estad ausente ofs) oscilador(es)
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interno(s) se modificaria(m) lentamente provocando, nos primeir is dias, apenas
um atraso na expresséo dos ritmos. Ou seja, a iluminagdo constante por esse
periodo pequeno de tempo alteraria a organizagéo circadiana de pombos, mas
néo seria suficiente para causar arritmia comportamental e aumento de AG em
todos os horarios.

Corroborando com essa segunda suposi¢cdo esta o fato de que tanto os
trabalhos que se utilizaram de PX e EX conjuntas para reduzir as concentracbes
de MEL plasmaticas (Ebihara et al. 1987; Foa & Menaker, 1988) quanto aqueles

gue empregaram o claro constante (Yamada ef al., 1988) iniciaram as analise

decorridos 20 dias da cirurgia ou da exposigdo ao claro constante. No primeiro

caso, o longo tempo foi devido & necessidade de recuperaga;_éo do processo
cirargico. No segundo caso, ao fato de que quando em sit;ijagéo de claro
constante, os ritmos estudados séo perdidos apés um tempo mir%imo de 10 dias.
Chabot & Menaker (1992), demonstraram gque embora a infuséoiz ciclica de MEL,
em doses fisiologicas, arraste o ritmo do comportamento alimentai'ir de pombos PX
e EX colocados em escuro constante, apés o termino da infuséé, pombos ainda
mantém a ritmicidade por alguns dias. Tal fato reforgou a tese do;% pesquisadores,
acima citada: da existéncia de outro(s) oscilador(es), que emboréfga dependente(s)
da agdo da MEL poderia(m) responder pela manutengéo da ritmé_%cidade por mais
algum tempo.

Poderiamos, ainda supor que o ciclo atividade repouso e ds consegiientes

niveis AG dependem de uma modulagdo mais complexa er‘;tfvolvendo oufras
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relagbes entre ?-um maior nimero de osciladores internos. Essa Gltima questao
pode ser abordz%ilda mediante dados que relacionam AG, MEL e B.

Semelhante ao verificado na literatura, em pombos (Joseph & Meier,1973) e
em outras aves (Chan & Phillips, 1973: Kovacs ef al., 1983; Meier et al., 1978) um
ritmo de sacregéo de B foi verificado na situagdo CE, com maior concentracao
deste I‘u:)rmc‘)nicyfE as 6h e 24h e menores concentragdes as 12h e 18h. Embora os
NoOssos estudo$ e 0s demais, acima citados, apontem para uma aumento de
concentragéo dé;a B plasmatica durante a fase escura do ciclo claro-escuro, esta
ritmicidade n&do & bem definida, pois pode ser influenciada por inameros fatores,
tais como: varfagéo sazonal (Rintamaki et al.,1986), hibernagdo e migracio
{Boissin & Asseéz‘smacher, 1968) e estresse (Buttemer ef a/.,1991: Wingfield et al.,
1982). Ritmos &ircadiano de secregdo de glicocorticoides, que atingem valores
maximos ao aryﬁanhecer, verificados em mamiferos ( Van & Cauter & Aschoff,
1989; Rijnberk & Mol, 1989) sao também influenciados por inUmeros estimulos,

tais como: privagéo de sono, privac&@o alimentar, imobilizagéo, alteracbes drasticas

de temperatura, édentre outros (Persengiev & Kanchev, 1991; Khan et al., 1990).
Durante a;s situagdo CC, encontramos uma curva de B semelhante aquela
verificada na situagdo CE, embora ndo tenhamos encontrado efeito de horario
significativo na aai;né!ise estatistica, fato este que aponta para a interrupgao do ritmo
de secrecdo @esse horménio. Verificamos ainda, que as concentragbes
cumulativas de B plasmaticas foram significativamente maiores que aquelas

verificadas na sifuac;.éo CE.
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Joseph & Meier (1973) dosaram B plasmatica em pombos %zxpostos a: cicle
claro-escuro de 12h:12h (G12); ciclo claro-escuro de 16h:8h (G’_i;G) e 15 dias de
claro constante (GC). A coleta do sangue foi realizada a cada 4h para os trés
grupos. Os resultados indicaram picos de B 4h antes do acende_:ﬁ das iuzes para
os grupos G12 e G16, sendo que a partir desse horario havé uma reducao
progressiva até o final do fotoperiodo. Apds a exposicéo a lu%: constante, no
entanto, o ritmo foi perdido. Na situagdo CE do nosso experime:nto, 0S8 maiores
valores de B foram verificados as 24h e 6h, ou seja, durante o es;uro e logo apos

o acender das luzes, resultados estes que se assemelham aos obf: idos por Joseph

& Meier. A auséncia de diferenga estatistica significativa deveu-s&%: provavelmente
ao fato do pequeno nimero de amostras de sangue coletadas per horario, ja que
no experimento acima relatado foram coletadas 36 amostras em cf%fada horario. Por
outro lado, esses autores demonstraram uma clara interrupg?’é{:io do ritmo de
secrecdo de B em condigdes de claro constante. Convém ressattaf;? que 0s animais
permaneceram nessa situacio por 15 dias.

Embora em nosso estudo o periodo de exposigdo a luz cor;:'tinua tenha sido

de apenas 24h, observou-se aumento significativo de conéfentragéo de B

plasmaticas que poderia ser indicativo de estresse sofrido pela ex-f)osigéo aguda a
situacdo experimental. Em pombos, as concentragbes de B plasmaticas
aumentam rapidamente frente a uma variedade de estimufc:i}s considerados

estressantes, incluindo aumento ou diminuigdo de temperatura (??ilo et al.,1985),

exposi¢do a diferentes regimes de luz e retirada frequiente de saé’z:gue (Westerhof

et al., 1994). Segundo Griffin (1989), mudancas ambientais g}odem provocar
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alteragfes créni_ii(;:as ou agudas na fisiologia do animal , as quais caracterizam, um
maior ou menc@;’ grau de estresse. O estresse seria definido como um ajuste
normal ou extreﬁno da fisiologia de uma animal para enfrentar situacdes adversas
do meio (Frasegr et al., 1975 em Griffin, 1989). Inicialmente, em respostas a
estimulos estreésantes apareceriam respostas controladas pelo sistema nervoso
simpatico adrer%iomedular, tais como aumento no metabolismo e na atividade
cardiovascular. $e a situagado estressante continua é desencadeado um segundo
mecanismo, VIa sistema hipotalamo-hipofisario-adrenocortical, que acaba por
aumentar a prouc;éo de secregéo de glicocorticoides. O ciclo é completado por
uma resposta d@ aprendizagem-adaptagio condicionada pela producdo de uma
variedade de fatéi)res neuroendocrinos (Griffin, 1989).

Conforme«;.; citado na introdugéo deste trabalho existem dados que sugerem
gue a MEL em éombcs poderia atuar modutando a atividade da adrenal. (Mahata
& De, 1991; Matfgata et al., 1988). No entanto, ao contrario do verificado com ratos,

por exemplo, esfa relagéo tem sido pouco investigada. Nestes roedores, inimeros

experimentos tééz sugerido uma inter-relagdo modulatéria entre a pineal e adrenal,
sugerindo que :-:?Jma das fungbes da pineal seja a de modular as reacdes
fisiolégicas de d%‘afesa e adaptac@o a sindrome do estresse. Assim, Persengiev &
Kanchev (1991)§ demonstraram que ratos privados de sono por 48h tém os
padrdes circadi'éanos de MEL completamente abolidos e um aumento da
concentragéo pl%asmética deste horménio ao longo das 24h do dia, bem como
elevacdo de B. ﬁemonstraram, ainda que nesta situag@o nem o claro constante foi

eficiente para re,%duzir as concentragcbes de MEL plasmaticas, que flutuaram de
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alguns poucos ng/ml a valores de até 600 ng/mi ao longo das 24h Nesta segunda
situagdo experimental a concentragdo de B plasmatica tamﬁbém se elevou,
sugerindo que a exposicdo aa luz constante estaria agindo como um fator
adicional de estresse. Khan et al. (1990) trabalharam com ratos r;ormais e PX que
apos serem privados de alimento durante 24h sofriam: restricdo f;i%sica, reducdo de
temperatura e 2h de luz continua (RTL). Os resultados indicaré%m que os ratos
normais, expostos a RTL 3h depois do apagar das luzes, bem coé;ho, ratos PX que
recebiam injecdo de MEL antes de serem submetidos ao RTL a'Presentavam um

menor numero de ulceragdes gastricas e que as mesmas eram também menores,

se comparados a ratos normais submetidos RTL 3h apés o acen@éder das luzes ou
rato PX que recebiam apenas veiculo. Ja foi demonstrado, aindé, que a indugéo
de estresse agudo em ratos (imobilizagdo, o nadar forga%ido ou choque
hipoglicémico) alteram a producgdo de MEL pela pineal (Champne@fy etal,1985ae
b}.

Se a MEL atua como horménio antiestresse, na situag&p CC em nosso
experimento a redugdo das concentracbes de MEL plasmaticas, }nc.lusive durante
0 dia subjetivo, poderia estar contribuindo para elevar a produgéog de B.

No entanto, devemos nos lembrar de que na condicdo C&. durante a fase

escura do ciclo claro-escuro encontramos baixa freqiéncia de AG, alta

concentragéo de MEL e de B plasmatica. Esses dados permitefm supor gue as

concentragGes de B também poderiam modular o nivel de AG. F%Or outro lado, na

situacdo CC, durante a noite subjetiva, nos horarios das 24h e Sh encontramos

baixa freqiéncia de AG e baixas concentragbes de MEL,? porém elevada

102



concentracdo d@e B plasmética. Esses dados nos levaram a formular a seguinte
quest&do: Qual g) significado funcional desse aumento de B na condicdo CC?
Levaram-nos aiﬁzda a fundamentar questfes referentes a inter-relagdo modulatoria
entre os sistengs de MEL, B e comportamento.

Alem da %:aracterizagéo fundamental de B como um horménio de condicdo
de estresse, e%istem trabalhos que demonstram que a B pode reduzir ou
estabilizar o me‘é%abotismo em aves. Buttemer et al. (1991) mediram o consumo de
oxigénio de paé‘dais, utilizando-se de um aparetho adaptado ao poleiro que
registrava a circ@iagéo de ar. O consumo de oxigénio foi tomado como indicativos
de maior ou :-émenor taxa metabdlica. Esses autores mediram ainda as
concentracdes c;ﬁe B plasmatica dessas aves. As mesmas medidas foram tomadas
com aves implaﬁtadas com capsula subcutadneo de B. Os resultados indicaram
que embora o ccémsumo minimo de oxigénio fosse o mesmo para o grupo controle
ou experimental, a taxa metabdlica estava mais estavel e bastante reduzida, nas

aves implantadas. Além disso as aves tratadas com B ficavam mais tranqgilas, ou

seja, retomavaréu a quietude mais rapidamente do que as ndo tratadas se
acordadas dura;ﬁ%te a noite e reagiam menos a presenga de humanos. Em um
outro estudo éom galinhas, monitoradas durante 24h injetou-se ACTH,
dexametazona (é:agonista do cortisol), ou ainda, apenas veiculo. Os resultados
indicaram que du;rante o dia a taxa metabdlica (medida pelo consumo de oxigénio)
nao se alteravaz nos trés grupos, durante a noite, no entanto, animais gue
receberam ACTF’% ou dexametazona tinham uma redugdo da taxa metabélica e um

consumo de oxigénio mais estavel que os controles (Mitchall et al.,1986). Segundo
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Buttemer et al., esse decréscimo de metabolismo notumo podarié ser atribuido ao
aumento da quietude noturna que a B provoca em passaros e%-néo a um efeito
direto de B no metabolismo dessas aves.

Independentemente de se as concentragbes de B plasmatica reduz a
atividade metabdlica durante a noite por efeito direto no rnetabolisme das
mesmas, ou se leva ao aumento de quietude que reduz o metabalismo, sugere-se
que a elevagdo moderada de B pilasmatica poderia ser uma resposta adaptativa
de aves ao estresse. Passaros séo ativos durante o dia e a econq_mia de energia a

noite € essencial para as atividades diurnas.

Conforme discutido acima, existem evidéncias que indicam que a

interrupgdo do ritmo de secre¢do de MEL plasmaética provocaria aumento de

inOmeras atividades comportamentais em aves. Em nosso {astudo, pombos
expostos a situagdo CC mostraram um pequeno aumento de AG %é;e comparados a
pombos da situagdo CE. Contudo, esse aumento ndo foi i_estatisticamente
significante. Devemos ressaltar, porém, que as concentragdes de?_B também estéo
elevadas na situagdo CC. Assim, se a B e MEL sdo horménios r;etacionados com
aumento de quietude, reducdo de metabolismo e de emissdo de %I?comportamentos
podemos supor que a auséncia de diferenca na quantidade cﬁe AG verificada
quando a situagéo CE foi comparada & situagdo CC possa ser;'devido ao efeito
contrario destas duas alteragSes hormonais. Ou seja, o auménto da taxa de
respostas comportamentais esperadas, apos a reducdo de MEL, ;_%f"aéo ocorreu pois

o aumento de B, anulou esse efeito.
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Uma possivel interagio entre a MEL, B e alterages comportamentais em
aves ja foi proposta por Valentinuzzi & Ferrari (1997), na analise da habituacéo a

sons em pombos. Conforme discutido na introducdo deste trabatho, os resultados

obtidos por esta:;s pesquisadoras demonstraram que pombos expostos & situacso
CE habituavanf;; apenas pela manhd, enquanto que a diferenga noite-dia
desaparecia emi.;péssaros expostos a 48h de claro constante.

Deve ser ressaltado que os estudos que investigam o efeito do claro
constante sob & ritmicidade comportamental efou hormonal de um modo geral
usam iiuminagéé intensa (1000 a 2000 lux). Neste sentido ¢ interessante notar que
no presente est%,ado a condigdo CC teve iluminagdo de 300 lux por 24h. Além
disso, experimeiéatos com apenas 24h de claro constante ou ainda com tempo
menor que 15 d--ﬁas nao sao relatados na literatura para pombos ou outras aves.
Assim demonst%amos nao ser necessario expor pombos a altas intensidades
luminosas, por I@ngos periodos de tempo, quando se deseja interromper o ritmo

de secrec@o de MEL e aumentar os concentragBes cumulativas de B. Os dados

do presente estudo corroboram trabalhos da literatura que discutem a ritmicidade
circadiana de c%gmportamento e das relagbes entre esse ritmo e MFL em
diferentes espécies. Em conjunto, sugerem que a redugdo de MEL verificada em
CC, que deveria;;causar um aumento na freqiiéncia de respostas pode estar sendo
compensada pe?‘@ aumento de B, nesta mesma situagéo, que esta vinculado ao
aumento de quiéétude de aves. Esses dados estendem as observacdes referentes
a pombos permiténdo a analise de relagGes entre comportamento, MEL e B. Essas

relagdes sdo estimulantes na medida em que fundamentam questdes referentes a
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inter-relagGes modulatorias complexas entre essas variaveis na determinacdo da

ritmicidade biol6gica

106



EXPERIMENTO Il

HAE%TUAQA@ AQC LONGO DE 24 HORAS EM POMBOS COLUMBA LIVIA,
SUBMETIDOS A CLARO-ESCURO E CLARO CONSTANTE.

O objetivo do presente trabalho foi analisar a habituacdo da exploracédo a
estimulos sonor@s em pombos, ao longo das 24 horas do dia, em duas situacgbes

de Iuminosidadaf: um ciclo claro-escuro de 12h:12h e a 24h de  claro constante.

Materiais e Métodos

Sujeitos:
Foram utilizados 128 pombos machos, adultos (Columba livia), obtidos de

um dnico fornecedor, pesando entre 350 e 450 gramas, mantidos em gaiolas-

viveiros individu@is de ago galvanizado (0,50m x 0,35m x 0,38m), alojados no
biotério de aves do Departamento de Fisiologia e Biofisica do Instituto de Biologia
da UNICAMP. /%-gua e alimento eram fornecidos & vontade e trocados em dias
alternados entre_§13 e 14 horas. O alimento fornecido consistia de uma mistura de
racao, quirera de milho, semente de girassol, casca de ovo, complementacéo
vitaminica e arei:&é. A temperatura do biotério era mantida ao redor de 24°C.

Assim que chegavam ao biotério, as aves eram lavadas, recebiam

vermifugo e aplicagbes de inseticida. Visando a adaptacdo dos pombos as
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condi¢cées de alojamento, as manipulagées experimentais inicia@éé'am-se apos 20
dias no biotério. |

Os animais foram divididos, de maneira aleatéria, emié:dois 2 grupos,
definidos segundo a situagdo experimental a que estavam expof%tos: ciclo claro-

escuro 12h:12h (situagdo CE) ou 24h de claro constante (situagét:i CC). Tanto os

sujeitos expostos a situagdo CE (n=64) quanto aqueles da situéa:;éo CC (n=64)
foram atribuidos aleatoriamente a 8 grupos (n=8), em funcéo dof;horério do teste
de habituacdo, foram eles os grupos das: 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24 e 3 horas . Na

situagéo CE, os pombos foram mantidos sob o ciclo claro-escuré; 12h:12h. A luz

era sempre acesa as 6h e se apagava as 18h, durante tod;;) 0 periodo de
quarentena (20 dias), de adaptagdo as condigdes experimentais;(m dias) e nas
sessOes experimentais (2 dias). Na situagdo CC durante toda a quarentena e
também no periodo de adaptagdo as condi¢bes experimentais, cs pombos foram

mantidos sob o ciclo de claro-escuro relatado acima, e 24h antes do inicio dos

testes de habituacao, foi introduzido a condigéo de 24h de claro cc_fnstante.

Equipamentos:

A cédmara de habituacdo, confeccionada de madei!;’;a, era forrada
internamente por revestimento melaminico (formica) e externam&%}nte por material
isolante termo-acustico (18 de vidro recoberto por placas de isopo@:}'). A parte frontal
era composta por dois vidros, de 8mm de espessura cada, espa(éados por 10mm,

sendo o vidro interno temperado transparente e o externo laminado reflexivo. A
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iluminagdo era dada por duas l&mpadas fluorescentes Super Compacta de 9
watts. No canto superior esquerdo de uma das paredes existia um alto falante

Novik 80-watts. O estimulador sonoro (Berger AS-109) estava localizado em uma

sala de controle, adjacente, acoplado a um programador automatico de intervalos
que controlava éa duragéo dos puisos de estimulos e o intervalo entre eles. A
medida da interjsidade sonora foi feita com um sonémetro digital Bruel & Kjaer
2232, '

As camaras de habituagdo ficavam numa sala experimental com isolamento
acustico. Entre :aa sala experimental e a sala de controle havia uma janela com
vidro laminado @nidirecional atraves da qual era possivel monitorar e gravar as
sessOes de habituagéo (conjunto de filmadora, video tape e TV). Para produzir um

ruido de fundo, um circulador de ar permanecia ligado durante as sessées.

Procedimentos:

1. Adaptacido as condigdes do biotério e a camara experimental

A adaptag@o dos pombos as condicdes de alojamento durou um minimo de
20 dias (quareniena). Nenhuma manipulagdo experimental foi realizada neste
periodo. Nos 1(;) dias seguintes, os animais comegaram a ser manuseados
diariamente, senéfjo retirados do biotério, colocados em uma saco de tecido (brim)
preto, pesados ¢ transportados até a camara de habituacéo, onde permaneciam

por 50 minutos. Tal procedimento foi repetido em horarios da fase clara e escura
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do ciclo claro-escuro, escolhidos aleatoriamente, visando adaptacdo a

manipulagdo e a situagdo experimental. Todos os sujeitos fc)@ram expostos a

camara experimental no horario de realizagdo do seu teste de habituacdo, pelo

menos uma vez.

2. Habituacao ao som

No dia do teste de habituagdo os animais eram colocados na camara

experimental, 20 min antes do inicio das apresentagées do estimulo sonoro.

Foram realizadas duas sessGes de habituacdo em dias consecutivos. Cada

s$essao consistiu numa seqléncia de 60 estimulos sonoros (1003Hz e 85dB, 1s)
com intervalo entre estimulos de 30s. O intervalo entre sessdes fc,w de 24h (Figura

19).
3. Analise comportamental

Os comportamentos dos pombos foram observados e registrados de acordo

com as categorias comportamentais definidas no catalogo de ‘comportamentos

(Experimento ). Foram elas: Exploratéria (EXP): Pré-—ex;aé?oratéria (PRE);

Locomogéo (LOC); Manutengdo (MAN): Movimentos discretos de;a partes do corpo

ou de todo o corpo (MOV) e Parado (PAR).
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Figurz 19 - Fluxograma do procedimemcé? experimental.

Namero de estimulos por seégséo = B0, som {1s; 1000Hz; 85dB}; intervalo entre estimuios = 30s



Embora comportamentos presentes nas categorias acif%na tenham sido
anotados nas folhas de registro, este trabalho quantificou e{éanalisou apenas

agueles agrupados na categoria EXP e PRE.

4. Controle da fidedignidade dos dados

Os comportamentos, correlacionados com os estimuio% sSonoros, eram
observados diretamente e anotados, em folhas de registro pelo e%Xperimentador ao
mesmo tempo em que ocorria a gravagio das sessdes em fitas de video. As fitas
eram posteriormente transcritas pelo experimentador, em foihaéf de registros. As
davidas foram discutidas por dois observadores pela reanélise% das fitas e das
transcrigbes realizadas. A andlise da fidedignidade entre ambos <:>s observadores,
foi realizada pela somat6ria dos acordos dividido pela som%ﬁ das omissbes,

acordos e desacordos, o valor obtido foi multiplicado por cem (A/A+O+D x 100).
5. Aquisicéo da habituacao

A aquisigéo da habituagdo, em cada sess3o, foi analisad% por um critério
que considerou, de maneira néo exclusiva, dois indices de diminuicdo de
respostas. Ambos o0s indices consideraram a diminui¢éo de resp%)stas EXP e PRE
em relaggo ao bloco inicial de 5 estimulos. O indice de reduéj.éo de respostas
(CRC) considerava a ocorréncia de freqiiéncia média de respos‘x‘:;as com valores <

50% do bloco inicial, durante 3 blocos sucessivos. A Razéo Méd%éa de Decremento
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(RMD), obtida a partir da média aritmética em cada sesséo experimental deveria
ser superior a @65 A raz&do de respostas foi calculada como 1 - (RBF/ RBF +
RBI), onde RBF significa total de respostas do bloco final e RBI total de respostas

do bloco inicial. -
Andlise estatistica:

Os compcértamentos PRE e EXP correlacionados com a apresentacio do
estimulo sonoro, ;foram agrupados em blocos de 5 estimulos. Em cada horario de
testes existiam '!;52 blocos de estimulos totalizando 60 estimulos. Para a analise
estatistica usou-afe ANOVA, de trés vias, com horario (H) como fator e sessao (S)
e bloco (B) comé: medidas repetidas, seguida por comparagdes muitiplas com o
teste T - Newma%r-Keuis. Utilizamos ainda uma ANOVA de duas vias, com horario
(H) como fator e sessdo como medida repetida, seguida por comparagdes

maltiplas com og teste T-Newman-Keuls para comparar o bloco 1 da primeira

sessdo com o bloco 1 da segunda sess&o, bem como, para verificar a existéncia

de diferenca na velocidade para que o CRC fosse atingido, nos diferentes

horarios.
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Resultados

Habituagdo de comportamentos EXP e PRE na situagdo CE

A Tabela 1 mostra os horarios em que ocorreu habituagé‘;féo ao estimulo
sonoro. Esta tabela apresenta as RMD dos comportamentos F‘RE e EXP nas
primeiras e segundas sessdes, bem como o bloco em que o CRC foi atingido.
Pudemos verificar que com relagéo aos comportamentos PRE, os{':dois criterios de

habituagdo foram satisfeitos em todos os horarios. A analise estatistica corroborou

este dados, o teste ANOVA néo identificou efeito de horério quando foi
considerado o bloco em que o CRC foi atingido [F(7,56)=0,47; p*f—-"09} sugerindo
que a redugdo da emissdo de comportamentos ocorreu na mesm:%a velocidade em
todos os horarios testados. O mesmo néo foi verificado para os %::omportamentos
EXP, nos quais somente os grupos testados na fase clara do ciclo claro-escuro,
excetuando-se a primeira sesséo das 9h, atingiram os dois critérici;@s de habituagéo
estabelecidos. Nos horéarios de escuro do ciclo, o grupo testado -.:f;‘as 18h atingiu o
critério de RMD, porém ndo atingiu o critério de CRC. Nos iﬁ?emais horarios,
excetuando-se a segunda sesséo do grupo das 24h, que atingiu décritério de RMD,
nenhum dos dois critérios foi atingido. A analise estatistica ir%dicou um efeito
significativo de horario [F(7,56)=5,10; p<0,0002], sugerindo qu%@e a reducdo da
emissao de comportamentos ocorreu mais rapidamente em aigum:fs horario que em

outros.
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Tabela 1 - Razdo Média de Decremento (RMD); Ntimero do bloco em que o critério de reducdo
comportamental foi atingido (CRC). EXP = Categoria Exploratéria; PRE = Categoria Pré
Exploratéria, nos diferentes grupos da situagdo CE.

Razao Média Bloco em que
Categorias| Grupos de CRC foi Habituagéo
' Decremento atingido
[ 1°s 2°S 1°S 2°S 1°8 23S
6h | 0,79 0,67 10 9 Sim Sim
oh | 0,70 0,84 - 7 Nao Sim
12h | 0,85 0,90 10 7 Sim Sim
EXP 15h | 0,80 0,86 7 7 Sim Sim
18h | 0,79 0,81 - . Nao Nio
21h | 0,56 0,63 - - Nao Nao
24h | 062 | 0,70 - . Ndo | Nao
3h | 047 0,58 - : Nao Nzo
6h | 1,00 | 091 5 4 Sim Sim
Ssh | 1,00 1,00 4 4 Sim Sim
12h | 1,00 1,00 4 4 Sim Sim
PRE 15h 1,00 1,00 4 4 Sim Sim
18h | 1,00 1,00 4 4 Sim Sim
21h | 083 0,86 5 4 Sim Sim
24h | 0,93 | 1,00 4 3 Sim | Sim
3n | 0,91 0,90 4 4 Sim Sim

Razéo de Decremento = {1 - [bloco final / (bloco final + bloco inicial)]}

CRC = 3 blocos sucessivos de estimulos, com emissdo média de comportamento < 50 % em
relag&o ao bloco inicial.

Critério de habituagao = atirgir CRC e RMD > 0,65
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Durante a primeira $essao, verificamos que o CRC foi .;i'atlngido mais
rapidamente as 15h (bloco 7), seguido pelos grupos das 6he 12h (bloco 10). Na
segunda sessdo, 0S grupos das Sh, 12h, e 15h foram 0s prsmesro% a atingirem 0
CRC (bloco 7), seguido pelo grupo das 6h (bloco 9). A analise postwhoc indicou, no
entanto, existirem diferencas significativas (p<0, 05) na primeira &essao apenas
guando se comparou O grupo das 15h com o das 21h, 24h e 3h Na segunda
sessdo, as diferengas (p<0,05) estavam presentes quando sé comparou 0 grupo
das 15h com os grupos dos horarios de escuro do ciclo ciaro-egcuro. Existiram
diferencas significativas (p<0,05) ainda, quando se comparou 0 ;grupo das 9h e
12h com os grupos das 3h e 21h, hem como entre 0s grupos das 6h € 18h com 0
grupo das 21h.

A Figura 20 mostra o numero médio de respostas PRE e EXF’ apresentado
nas primeiras € segundas sessOes a0 longo das 24h. C?;om relacdo ao
comportamento EXP, verificamos um efeito de horario [F{7, 5&”3) =2 44; p<0,03],
apontando para uma variagdo diurna na freqiiéncia de emis%o de respostas
comportamentais em funcdo da apresentagdo dos estumu!os sonoros O teste
post-hoc indicou gue durante a primeira sessao de hab:tuag;ao 0 grupo das 135h
apresentou a menor frequéncia média de EXP (38,63 -i“ 5,48) diferindo
significativamente (p<0,05) dos seguintes horarios: 6h (60,50 £ -_.9,55), oh (64,25
6.48); 18h (61,00 + 8,36); 21h (73,38 + 5,84), 24h (64,75 * 4;:8?) e 3h (58,12 *
4,34). O grupo das 12h (45,50 * 5,24), apresentou a segunde;-:: menor freqiiéncia
média de respostas diferindo (p<0, 05) das 9h, 21h e 24h. Na S@gunda sessao, as

menores frequéncias médias de respostas foram verificadas as 15h (27,63 £ 6,83)
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e 12h (28,88 +f;-6 ,33) que diferiram significativamente (p<0,05) das 18h (44,38 +
6,22), 21h (58, 63 +8,77), 24h (46,25 + 7 62)e 3h (52,75 + 6 40). O grupo das 6h
(36,50 + 11 53) e Oh (31,38 + 7,34) diferiram significativamente (p<0,05) apenas
dos grupos das ,QZTh e 3h. Quando analisamos os comportamentos PRE, o efeito
de horario nao ff;); encontrado [F (7,56) = 1,36; p=0,3]. O teste post-hoc indicou
diferencas de fra:q[]éncia apenas na primeira sessdo com as maiores médias de
respostas ocon‘eié%#do as 21h (12,63 + 1,71) que diferiu significativamente (p<0,05)
dos grupos das (‘:%h (6,50 + 1,52), 9h (5,88 + 1,51) 12h (6,13 + 1 69), 15 (5,13 +
1,34) e 18h (8, 0@ + 2,38), seguido pelo grupo das 3h (11,88 + 2 ,33) que diferiu
apenas dos horar os da fase clara do ciclo claro- ~€SCUro.

A Figura 2{?) mostra, ainda, que a frequiéncia de respostas EXP foi sempre
maior nas pramesr«as sessOes. A ANOVA revelou um claro efeito de sesséo [F(1,7)
= 87,87; p<0, 001] Indicou, ainda, uma interagdo entre horario e sessao [F (7,56) =
2,35, p<0,04], sug;_ermdo que a habituagéo é dependente do horario do dia e da

sessdo experimerital. As multiplas comparagées, teste Newman-Keuls, indicaram

que a primeira sesifséo diferiu da segunda nos horarios das 6,9, 12,21 e24. Parag
0s comportamentas PRE, também foi verifi cado efeito de sesséo [F (1, 7) = 51,83:;
p<0,001], com mteragao entre horario e sesséo [F(7,56) = 4,19; p<0,001], a
primeira sessdo drifarau da segunda as 21, 24 e 3 horas.

A figura 21 ostra as curvas médias de respostas dos comportamentos das
categorias PRE e EXP em fungdo de blocos de cinco estimulos sonoros, nas
primeiras e segundas sessdes. A analise dessa figura indica uma reducdo na

freqiiéneia de respostas EXP em fungé@o dos blocos de estimulo, em todos os
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21p, 24h & 3n, em pombos expostos 20 ciclo claro-escuro 12h:12h. 5
Anova. EXP - Efeito de Horario {H} {F(?,56)=2.44; p<0.03]", Efeito de Sessao (8) [F(1 7)=87.87; p<i.001]" com interacio sigrificante para
HxS[F(7,58)=2.35; p<0.04]". :
PRE - Efeito de Sessdo (S) [F(1,7)=51.83; p<0.001}* com interacao significante para HxSIF(7,56)=4.19; p<0.001]".
. Comparagdes Post-hoc com o teste Newman-Kleus:
* p<0.08, 2° sessio x 1° sessdo
+ p<0.05, em relaco as Bh, 8h, 12h & 15h, na 1° sessao.
* p<0.05, em relagao s 6h, Oh, 12h, 15h e 18h, na 1° $@s5Sa0.
‘e p<0.05, em relagao s 6h, 8h, 18h, 21h, 24h e 3h, na 12 sessdo, e 18h, 210, Z4he 4h, na 2° 5essao.
'R p<0.03, em relagio as 9h,21h e 24h, na 42 gessdo e 18h, 21h, 24h e 3nh, 2° suss30. 118



horarios da fase clara do ciclo claro-escuro. Nos horarios de escuro esta reducado

é verificada as 185 (duas sessfes), e as 24h (segunda sessdo). Contudo, como

bloco [F (1 1,77) = §5,06; p<0,001] e uma interagdo entre horario e bloco [F (77,

616) = 2,23; p<0,0€__1], € sess&o e bloco [F(11,77)=4,22; p<0,001]. Com relacdo
aos comportamentcgs PRE, também verificamos uma reducdo na freqliéncia
comportamentai do .Eprimeiro Para o Gltimo bloco em todos 0s grupos. A ANOVA
indicou um efeito ::de bloco para estes comportamentos [F (11,77)=125,90:

p<0,001], com inteﬁ_agéo significativa para sessao e bloco [F (11, 77)=17,19:

p<0,001] e horario se;;sséo e bloco [F (77, 616) = 2,00: p<0,001].

Realizamos, a;inda, Comparacdes entre o nivel iniciaj meédio de respostas

inter-sessées (primeigro bloco de estimulos). Com relacdo aos comportamentos
EXP a analise estatfgstfca indicou um efeito de sessao [F(1,7)=4,58: p<0,04], e
interacdo entre horéé}io € sessao [F (7,56)=2,18: p<0,05]. Verificamos que os
grupos das 6h, 9h, 1§h e 18h apresentaram quedas de 36%, 16%, 14% e 21%,
respectivamente, enq;uanto que as 12, 21, 24e 3 horas o primeiro bloco da
segunda sessdo apre;éentou valores médios de respostas ligeiramente superiores
(7%, 4%, 5% e 11% respectivamente). No entanto, o teste de multiplas
comparagbes, Newmén~Keu!s, indicou diferencas significativas (p<0,05) apenas
no grupo das 6h. Quas%ndo a mesma andlise foi realizada para os comportamentos

PRE um efeito de seésséo, foi também verificado iF (1,7)=61,22; p<0,0001] com
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EXP - Efeito de H[F(7,56)=2,44; p<0,03]*, SIF(1,7)=87.87; p<0,001]* e B[F(11,77)=35,06; p<0, 001]’* com interagdo significante para

HxS[F(7,56)=2,35; p<0,04]*, HxB[F(77616)=2,23; p<0,001]* & SxB[F(11,77)=4,22: p<0,001]".

PRE - Efeito de S[F(1,7)=51.83; p<0.001}* e B[F(31,77)=125,90; p<0,001]* com interagéo s:gmfcanie para HxS{F(7.56)=4,19;

p<0,001}*, SxB[F(11,77)=17,18; p<0,001]" e HxSxB[F(77.616)=2,00; p <0,001F".
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interagdo entre Ef'sorério € sessdo [F(7,56) = 3,25; p<0,006]. Embora em todos os
horérios, excetl,isando-se as 6h (aumento de 10%), a quantidade média de
respostas tenha sido inferior na 2° sessdo (queda igual a 32%, 59%, 50%, 33%,
3%, 61% e 54%, as Sh, 12h, 15h, 18h, 21h, 24h e 3h, respectivamente). O teste

post-hoc indicou: diferencas significativas apenas nos grupos das 12h, 21h, 24 e

3h.
Habituagao de t:;ﬁomportamentos EXP e PRE na situagdo CC

A Tabela 2 apresenta as RMD dos comportamentos PRE e EXP nas duas
sessbes experin';entais, bem como o bloco em que o CRC foi atingido. Indica,
portanto, em quéis horarios de teste ocorreu habituacdo ao estimulo sonoro.
Assim, veriﬁcamcﬁs que em relag@o aos comportamentos PRE os dois critérios de
habituacdo foran“;a satisfeitos em todos os horéarios. O CRC foi atingido na primeira

$€8880 nos grupos das 6h, 12h, 18h, 21h e 24h no bloco de numero 4, seguidos

pelos grupos das 3h (bloco 5), 9h (bloco 6) e 15h (bloco 8). Na segunda sessio,
0s grupos das Gh; 9h, 12h, 15h, 21h, e 24h atingiram CRC no bloco 4, e 0s grupos
das 18h e 3h, no bloco 6. A andlise estatistica corroborou estes dados, o tesie
ANOVA nédo Edan%:iﬁcou efeito de horario quando foi considerado o bloco em que ©
CRC foi atingido %}[F(7,56)=1,05; p=1,1], sugerindo que a reducdo da emissdo de
comportamentos bcorreu na mesma velocidade em todos os horarios testados.
Com relagéo ao comportamento EXP, excetuando-se os grupos testados

nas primeiras sessGes nos horarios das 21h e 24h que nao atingiram o critério de
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Tabeia 2 - Razdo Média de Decremento (RMD) Numero do bloco em que o critério de redugéio

comportamental foi atingido (CRC). EXP = Categoria Exploratoria; P?@\E = Categoria Pré
Exptoratorsa nos diferentes grupos da situagdo CC.

Razédo Média Bloco em que :
Categorias| Grupos de CRC foi E-%abituagéo

Decremento atingido I

s 2°S 178 2°S B 2°S

6h | 079 | 089 8 8 Sim | Sim

oh 0,67 | 088 9 7 Sim | Sim

12h 0,85 0,75 8 5 Sim Sim

EXP 15h 0,95 0,94 8 5 Sim Sim

18h 0,83 0,90 12 4 Sim Sim

21h 0,77 0,83 - 10 NZo Sim

24h 0,73 0,90 - 8 NZo Sim

3h | 084 | 0,69 11 4 Sim | Sim

6h 100 | 1,00 4 4 Sim Sim

9h 1,00 | 1,00 6 4 Sim | Sim

12h 094 | 1,00 4 4 Sim | Sim

PRE 15h 1,00 1,00 8 4 Sim Sim

18h 0,93 1,00 4 6 Sim Sim

21h 1,00 0,86 4 4 Sim Sim

24h 1,00 | 1,00 4 4 Sim | Sim

3h 0,97 1,00 5 6 Sim Sim

Raz3o de Decremento = {1 - [bloco final / (bloco final + bloco inicial)]}

CRC = 3 blocos sucessivos de estimulos, com emissdo média de comportamento <50 % em
reﬁagao ao bloco inicial.

Crgter:o de habituacéo = atingir CRC e RMD > 0,65
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CRC estabelaci%:io, todos os demais grupos mostraram habituagdo, Embora a
analise estatisgica nao tenha indicado um efeito significativo de horario
[F(7,56)=0,84: 5520,6] a observag@o da Tabela 2 mostra que o CRC foi atingido
em diferentes bﬁ}ocos ao longo das 24h. Assim, durante a primeira sessi0 o grupo
das 12h e 15h Eforam 0s primeiros a atingirem CRC (Bloco 8), seguidos pelos
grupos das 6h, @h (bloco 9), 3h (bloco 11) e 18h (bloco 12). Na segunda sessio,
o CRC foi prirﬁfairo atingido as 18h e 3h (bloco 4) seguidos pelos grupos das
15h e 12h (b!oce;a? 5), Sh (bloco 7), 6h, 24h (bloco 8) e 21h {(bloco 10).

A Fégura_fé 22 mostra o numero médio de respostas apresentados nas
primeiras e segéndas sessOes, ao longo das 24h para os comportamentos EXP e
PRE. Nenhum jéefeito de horario na andlise de variancia foi verificado, para
qualquer dos ci%ois comportamentos estudados sugerindo que ndo existiram
variagdes na fre%;ijéncia de emissdo de respostas comportamentais em funcdo da
apresentacio dcfais estimulos sonoros ao longo das 24h do dia. Um claro efeito de

sessdo foi obgervado para EXP [F (1.7) = 106,9; p<0,001]. Multiplas

comparacdes, téste Newman-Keuls, indicaram que a primeira sessao diferiu da
segunda nos grlf%pos das 18h, 21h, 24h e 3h. Com relacdo aos comportamentos
PRE o efeito deisesséo também estava presente [F (1,7) = 47,08: p<0,001], o
teste post-hoc %videnciou diferengas significativas (p<0,05) entre as sessées do
grupo das 6h. Nc;:. entanto, ndo foi verificada interacéo entre horario e sess3o para

EXP [F (7,56) = 1,567; p=0,2] e PRE [F (7,56) = 0,58, p=0,8], indicando que para

esta situagéio experimental a habituagéo ndo é dependente do horario do dia e da

sesséo.
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* px0.05, 2° sessa@o em relagdo a 1* sessdo.
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A Figura 23 mostra as curvas médias de respostas dos comportamentos
das categorias PRE e EXP em fungdo de blocos de cinco estimulos SONOros, nas
primeiras e seg{;ndas sessOes. Com relagéio ao comportamento EXP o CRC nio

foi atingido na ;:;%rimeira sessao do grupo das 21h e 24h conforme evidenciado
na Tabela 2. N(::: entanto, a analise desta figura indica uma reducdo na freqiiéncia
de respostas E){P do primeiro para o altimo bloco em todos os grupos. A anélise
estatistica indicc%u um efeito de bloco [F (11,77) = 74,23; p<0,001 ] e uma interagéo
entre horario e-zbioco [F (77, 616) = 2,06; p<0,001], sessdc e bloco [F (11,77)
=9,55; p<0,001]§e horario, sessé@o e bloco [F (77, 616)=1,52; p<0,01]. Para os
comportamento§ PRE, também verificamos uma reducdo na freqiiéncia
compor‘tamentaléem funcéo de sucessivas apresentacbes do estimulo sonoro. A
ANOVA indicou um efeito de bloco para estes comportamentos [F (11,77)=53,46;
p<0,001], com énterag:éo significativas para horario e bloco [F (77,616)=1,73;
p<0,001], sesséé) e bloco [F(11,77)=25,82; p<0,001] e horario sessdo e bloco [F
(77, 616)=3,26; p<0,001]

Compara(gées entre 0 nivel inicial médio de respostas inter-sessdes
(primeiro bloco de estimulos) foram ainda realizadas. A analise da freqliéncia de
emissao de coﬁnpor’camentos EXP indicou que as 6h, 15h, 18h, 21h e 3h
ocorreram quedagzs de 14%, 7,48%, 34% e 24%, respectivamente, enquanto que
as 9h e 12h as E;'aédias de respostas foram exatamente as mesmas. Somente no

grupo das 24h fDi encontrado um pequeno aumento (10%). Estes dados foram

confirmados peieg analise estatistica que indicou um efeito de sesséo [F(1,7)=6,57;

p<0,02]. No entanto, o teste de muiltiplas comparagdes, Newman-Keuls, indicou
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Anova: EXP - Efeito de S[F(1,7)=106,90; p<0,001]" e BIF(11,77)=74,23; p<0,001]* com interagio signifi cé‘ante para HxB[F(77.616)=2,06;
p<0,001], SxB[F(11,77)=8,55; p<0,001]* e HxSxB[F(77,616)=1 52; p<0,01]*.
PRE - Ffeito de S[F(1,7)=47,08; p<0,001]* e B[F(11,77)=53 46; p<0, 001} com interac@o stgn:ﬁc&mte para HxB[F{77,616)=1,73;
p<0,001]", SxB[F(11,77)=25,82; p<0,001}* e HxSxB[F(77,616)=3,26; p<0,001]*.
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diferencas sign.?%‘icativas (p<0,05) apenas no grupo das 18h. Com relacdo a PRE,
verificamos uma reducdo de freqliéncia de emissdo de comportamentos nos
grupos das 6h 2(100%), 12h , 15h (80%),18h (95%), 21h (61%), 24h (68%) e 3h
(61%), apenas s’\o grupo das Sh isto ndo ocorreu (aumento de 18%). A ANOVA
indicou efeito eﬁe sessao [F(1,7)=97,45; p<0,0001], com interagdo significativa
entre horario e sessdo [F(7,56)=7,66, p<0,0001]. A analise post-hoc apontou
diferencas signi%cativas (p<0,05) entre a primeira e segunda sessdo nos grupos

das 6h, 12h, 15?’; 18h, 21h, 24h e 3h.
Discussio

Os result%ados do presente estudo mostraram uma clara variagdo noite-dia
no processo de habituagdo do comportamento exploratério a estimulos sonoros
em pombos, exfnostos a situagéo CE. Assim, todos os grupos testados durante a
fase clara do céiclo claro-escuro habituaram, enquanto que habituagdo nao foi
verificada em né;nhum grupo da fase escura,

Apesar dﬁ) grupo das 9h (primeira sess&0) ndo ter atingido o CRC, curvas
de respostas tipi’écas de habituag&o, com acelera¢do negativa, foram obtidas para
todos os grupé;ﬁs da fase clara da situagdo CE, quando se analisou os
comportamentos% EXP. Embora a andlise estatistica ndo tenha indicado diferencas
na velocidade dea reducéo da emissdo de comportamentos EXP, frente ao estimulo
sonoro entre os grupos testados nesta fase, verificamos que durante a primeira

$ess80, o grupo das 15h atingiu o CRC quando 35 estimulos sonoros haviam sido
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aplicados, enquanto que, as 6h e 12h foram necessarios 50 estir;#uios. Durante a
segunda sess&o, excetuando-se o grupo das 6h que necessitou E;';cie 45 estimulos

para atingir o CRC, todos os demais grupos o fizeram com 35 estimulos. Uma

diferenca inter-sesséo foi evidenciada nos grupos das 6h, 9h e? 12h, guando a
sessdo foi considerada como um todo. O grupo das 6h mostrou '_fainda, diferenca
inter-sess&o quando consideramos apenas as freqliéncias de reépostas emitidas
no primeiro bioco de estimulos. ..

Os resultados obtidos durante a fase clara da situagao CE';para EXP estdo
de acordo com os trés principios de habituagdo propostos péar Thompson &
Spencer (1966) segundo os quais: (a) dado que um estimulo parﬁ%cuiar elicia uma
resposta, aplicagbes repetidas do estimulo resultam num decrésci;hwo da resposta;
(b) se o estimulo & suprimido a resposta tende novamente a reafparecer e; (c) a
habituag8o tornar-se-a sucessivamente mais rapida, se repe;ﬁidas séries de
treinamento de habituagdo e recuperagéo espontaneas forem dadés.

Nos testes realizados na fase escura da situagdo CE, qu%:ndo a resposta
EXP foi analisada, verificou-se uma situagdo diferente. Apesar dés grupo das 18h
nao ter atingido o CRC, em nenhuma das sessdes experimenztais, a RMD foi
atingida. Este dado indicativo da redugo no nimero médio de respostas do
primeiro ao Ultimo bloco, esta de acordo com o primeiro principio -Eéde Thompson &
Spencer (1966). Porém, conforme pode ser observado a curva de resposta £EXP

frente ao estimulo sonoro apresenta flutuagdes de frequéncia ao longo das

sessOes. Este fato pode justificar o ndo cumprimento do CRC, bem como a

auséncia de diferengas entre a primeira e a segunda sessfo apontadas pela
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analise estatisti_ff;a, que fere o terceiro principio de habituacdo de Thompson &

Spencer.

Nos deméis horarios desta fase, considerando ainda o comportamento EXP
e excetuando-s%:%a a segunda sessdo do grupo das 24h que atingiu a RMD, os
critérios de hab%tuagéo ndo foram atingidos contrariando o primeiro e o terceiro
principio de Thé;mpson & Spencer. Ou seja, ndo se verificou reducédo gradual de
respostas intra-%esséo e apesar de existirem diferencas inter-sessées as 21h e
24h, a redugio de respostas frente a estimulagio sonora nio foi suficiente para
que se veriﬁcas%se habituagéo. Vale lembrar que nestes horarios a velocidade de
reducao compoé’tamentai foi lenta diferindo significativamente do grupo das 15h
nas duas sessﬁé»;s. Os grupos das 21h e 24h diferiram ainda, na segunda sesséo
dos grupos das 9h e 12h. Quando considerados apenas os comportamentos
emitidos no prEnf‘;eiro bloco de estimulos a comparacéo inter-sessées mostrou um
aumento de enéissﬁo de respostas, na segunda sessdo frente a estimulacédo

sonora nestes trés grupos.

Convém réf.assaitar os dados do grupo das 18h que mostraram flutuagbes ao
longo das sesses podendo indicar maior variabilidade comportamental neste
horario. Considé’é;'ancfo que nesse horario a luz do biotério foi apagada, e que a
alteracao abrup‘éa de luminosidade (acender ou apagar das luzes) interfere no
nivei de EXP, IN‘T e LOC, bem como em AG (conforme verificado no Experimento
lell respectivanf%ente), podemos sugerir que a alteracdo da luminosidade também
influencie as caéacteristicas da habituagdio. Uma questdo que pode surgir desta

sugestdo é o faté;) do grupo das 6h apresentar habituacdo apesar de também ser
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submetido a alteragéo abrupta de luminosidade. Ocorre que as f18h 0s pombos
foram retirados do biotério, que ja estava escuro, e levados pa{éra a camara de
habituagéo que estava clara, ao contrario do grupo das 6h, qu{a foi retirado do
biotério ap6ds a luz ter sido acesa e transferidos para a camara de_? habituagdo que
também estava iluminada. Assim, as aves do grupo das 6h foram.;expostas auma
variagdo ambiental menor. |

Os criterios de habituagdo dos comportamentos pré~ex§§loratc’>rio foram
atingidos em todos os grupos da situacdo CE. A analise das CL::;rvas médias de

respostas mostraram aceleragéo negativa tipica do processo de h?ﬁé}zbituaqéo e nao

foram identificadas diferencas estatisticamente significativas na velocidade de

reducio de respostas intra-sess&o em nenhum dos grupos. A;‘.éesar de nao ter
sido encontrado efeito de horario, quando a freqiéncia de emissééo de respostas
PRE frente ao estimulo sonoro foi analisada, verificamos quef{fdurante a fase
escura a emissdo média de respostas durante as primeiras seésﬁes foi  maior
(21h, 3h, 24h e 18h, respectivamente) que na fase clara. Diferencéas significativas
inter-sessbes, quando as sessdes foram consideradas como umg_j;todo ocorreram
nos grupos das 21h, 24h e 3h. Quando considerou-se apenas o p}i}'imeiro bioco de
estimulos, a primeira sessdo diferiu da segunda nos mesmos grupos, acima
citados, e também as 12h.

Os resultados obtidos na situacdo CE para os compcﬁfrtamentos EXP

sugerem que o processo de habituagéo possa ser dependente d@ horario do dia.

Valentinuzzi & Ferrari (1997) também verificaram uma diferengga noite-dia no

processo de habituagdo a sons em pombos. Segundo eséf_tas autoras, a
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organizagao tew}pora! do processo de habituacdo pode ter um importante valor
adaptativo. Visfo que pombos séo animais diurnos, aumentar a sensibilidade de
sistemas sensoriais nao visuais, como o sistema auditivo, durante a noite, poderia
estar compensando sua menor acuidade visual nesse periodo. Assim, podemos
inferir que ndo c:az;‘)nseguir aprender que o estimulo apresentado ndo causa nenhum
risco, durante a% auséncia de luz, pode ndo significar um dispéndio energético
desnecessario, es.& sim permitir a esta ave uma maior chance de sobrevivéncia.
Reforc;anc%o a suposi¢do de Valentinuzzi & Ferrari (1997) de uma maior
sensibilidade de foutros sistemas sensoriais durante a fase escura da situagéo CE
esta o fato de verificarmos um aumento de comportamentos pertencentes a outras
categorias comg})ortamentais que ndo apenas a EXP e PRE, quando da
apresentagéo do estimulo. Apareceram comportamentos pertencentes a categoria
LOC (andar, circiular) e MAN (limpar, cogar, bocejar, deglutir, defecar, sacudir-se,
esvoagar), alem %:ie vocalizaggo. Esses comportamentos desapareciam totalmente

quando a sesséo terminava, e raramente estavam presentes durante os testes

realizados na féase clara do ciclo. O aparecimento desses comportamentos
aparentemente g;fdeslc:)cados, Que tornava a resposta ao estimulo sonoro
exacerbada, indi{::am que a sensibilidade sensorial para este estimulo nido era a
mesma durante :o dia e a noite e, portanto, as respostas a ele também eram
diferentes.

Podemos nos perguntar, no entanto, por que os comportamentos pré-
exploratdrios aprésentaram habituagdo em todos os grupos testados. Ou ainda,

por que esses comportamentos ndo seriam dependentes da hora do dia.
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Conforme j& citado quando definidos, os comportamentos pré-a;}(pforatérios s&0
comportamentos reflexos que estdo relacionados 2 apresentagéo de estimulos
novos de intensidade elevada e precedem as respostas explorétérias. Diferem,
portanto, dos comportamentos exploratérios que independem tja novidade ou
intensidade dos estimulos. Provavelmente, isso exp!ique.é o fato dos
comportamentos PRE habituarem de maneira tdo rapida e em tc%dos 0s horarios
do dia. Ap6s umas poucas repeticdes do estimulo SONoro, O seu grau de novidade
diminuiria, resultando em respostas menos intensas. Porém, deveénos nos lembrar
de que uma maior freqiiéncia de emissdo de PRE foi também veri’écada no horario
noturno. Esse fato pode ser mais uma indicagédo de que os comortamentos sao
mais intensos se a magnitude da estimulagdo for ou parecer maic;r. Devemos nos
lembrar ainda de que os comportamentos PRE englobam o estren%ecer, O murchar
e o sobressalto. Qual seria a finalidade adaptativa de continua{?r por um longo
periodo de tempo apresentando esse tipo de respostas? |

A constatacdo de que o processo de habituagéo ao estgimuio sonoro é
diferente ao longo das 24h do dia em pombos expostos a situaqéci:; CE, levou-nos
a discutir a organizacgéo do sistema temporizador de aves, na tengi:ativa de buscar
explicagbes de quais mecanismos poderiam estar envolvidos cor&fl esta diferenca
verificada. Conforme citado na introducgéo deste trabalho, o sistenéfﬁa temporizador
de aves é complexo e envolve sistemas oscilatorios inter—relaciona%;dos (Cassone &

Menaker, 1984, Takahashi & Menaker, 1984; Takahashi et al., 198_@, 1992).

O ciclo ambiental claro-escuro regula a sintese de MEL pe[a%_ glandula pineal

e pela retina que como sabemos, expressam um ritmo com baixas concentracdes
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de produg¢éo du_érante o dia e altas concentragdes durante a noite. Trabalhos, com
aves, relacionando ritmos comportamentais e concentragbes de MEL plasmaticas,
tém sido realizados em grande numero. Estes trabalhos tém apontado para uma
relacdo antifasica entre este horménio e os ritmos comportamentais estudados
(Binkley, et al.; 1971; Chabot & Menaker, 1987: Ebihara & Kawamura, 1981;
Ebihara ef al., 1984 e 1987; Foa & Menaker, 1988; Funchs, 1983; Gaston &
Menaker, 1968;@Gwinner 1989; Gwinner & Benziger, 1978: Gwinner et al., 1987,
Hamm & Mena%er, 1980; Janik et al.,1992; MacBride, 1973; McMillan, 1972; ;
Oshima ef al., -ﬂ98? e 1989; Simpson & Follet, 1981: Underwood ef al., 1984;
Underwood & Siopes, 1984 e 1985).

Questdes concernentes ao papel desse horménio na organizacdo
circadiana em geral (Cassone, 1990), bem como nos processos de aprendizagem
& memoria também vém sendo discutidos (Farr et al,, 1979; Mangtani et al., 1979
Dollins, et al., 1993). A MEL é um horménio soltvel em lipidios e pode, portanto,

atraves do sisterna circulatorio penetrar em todas as areas cerebrais {(Wurtman et

al. 1968, Cardfn;;zaii, 1981). Além disso, a utilizagdo de 2[I-125] para a localizagdo
dos sitios cerebréis aos quais a MEL se liga (Cassone, 1990, Cassone et al.1995),
demonstrou que no cérebro de aves, esses sitios estio amplamente distribuidos.
Assim, foram eiqcontracfos sitios de ligagdo da MEL predominantemente em
estruturas assoc:éadas com vias fotorreceptoras e visuais, bem como em vias do
sistema auditivoé,, no vNSQ, em estruturas envolvidas com a vocalizagdo, em
estruturas envoié'fvidas com o comportamento emocional, como o alerta e a

excitagdo sexual. (Cassone, 1990; Cassone et al, 1995: RivKees et al., 1989).
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Essa grande quantidade de sitios de ligagGes de MEL no sistema‘é nervoso podem
indicar que os sistemas sensoriais, motores e limbicos apreéentem variagao
circadiana, uma vez que & conhecido o fato de que mecanismos rﬁ‘;armonais podem
regular ou modular padrdes ciclicos observados na fisiologia ceret?rat.

Nessa linha de raciocinio poderiamos supor que a MEL, '§resente apenas
nos horarios de escuro, poderia atuar em estruturas cerebrais, e%pvoividas com o
processo de habituagao, influenciando o mesmo. Existem traba!l“zﬁos que apontam
para o envolvimento de estruturas telencefalicas com o processo de habituacao,

em aves. Assim, Adamo & Bennet (1967), demonstraram que‘?f o hiperestriado

acessorio (HA) de galinhas estaria envolvido com a orientagéo es'éacial da cabega
a estimulos sonoros. Lesdes nessas estruturas promoveriam perd-jéé de membria de
longa duragdo e ndo afetariam memoria de curta duragéo. Lesées massivas no
telencéfalo de pombos facilitaram o processo de habituagéo reds;;zéndo 0 numero
de estimulos sonoros necessarios para que a habituagéo ocor{if‘esse (Toledo &
Ferrari 1991). Foi demonstrado também que em pombos o LPO, %staria envolvido
com processos que regulam o alerta (Wesp & Goodman, 1978) e:e a existéncia de
aferéncias auditivas terminando no N caudal (Benowitz, 1980). Em todas estas
estruturas existem sitios de ligacdo de MEL.

Phillips & Berger (1992) demonstraram que a MEL teriai:um efeito direto
sobre a alteragdo nos padrdes de sono de pombos, verificada a fongo das 24h.

Registros eletrofisiolégicos destes animais indicaram que durante o ciclo claro-

escuro o sono apresenta um ritmo circadiano, com maiores periodo de vigilia e

sonoléncia e menores periodos de sono de ondas lentas durante a fase clara do
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ciclo, se comp;arados a fase escura. Esses autores demonstraram que a
interrupgdo do ;?itmo de secregdo de MEL e a reducdo de sua concentragio
plasmatica a valé;)res basais, causado pela exposicdo a luz intensa constante por
apenas 24h elin%inava 0 sono. Infusdo de MEL restaurava o sono de ondas lentas
€ Sono paradoxaii aos niveis comparados com a fase escura do ciclo claro-escuro,
com padries el';etroﬁsiolégicos indistinguiveis daqueles obtidos durante a fase
escura do ciclo. D fato de o sono ocorrer durante o periodo em que a MEL estava
sendo injetada, iéﬁdécou que ela atua diretamente como causadora de sono e néo
somente como Lgm marcador de tempo.

Assim, a g%reseng:a de sitios de ligagdo da MEL em areas do telencefalicas
envolvidas com @ processo de habituagéio, no LPO envolvido com o alerta, em
areas limbicas, .;;-no sistema visual, no sistema auditivo tanto em vias sensoriais
como em estruttéras centrais, que detectam e processam a informacao auditiva,

bem como a suaé capacidade de causar sono sugerem que esse horménio pode

estar envolvido com a mediagdo de processos de redugdo do alerta, aumento do

sono, redugdo da acuidade visual e alteragdo da sensibilidade auditiva, ocorridas
durante o perioc.i;n de escuro do ciclo. Estes fatores estariam contribuindo para
auséncia de habi?uagéo verificado no periodo de escuro do ciclo.

Sabemos 'ique o nivel de atengdo tem um papel critico em processos de
aprendizagem. S;:é@egundo Buwalda et al. (1995), uma forma de avaliar o grau de
atencdo ¢ peia;é@ resposta de imobilidade comportamental & uma repentina
diminuicdo de rﬁ,féido, Quanto maior o grau de imobilizacdo, maior o nivel de

ateng&o. Em nosso experimento durante a fase escura da situagéo CE, conforme

135



ja citado acima, os animais respondiam com comportamentoé PRE, EXP, e
também com outras categorias comportamentais (locomocéo, m%nutengéo). Tais
comportamentos aconteciam tanto durante como nos intervalos entre os
estimulos. O fato dos animais nio reduzirem a atividade comportamental, no

intervalo entre estimulos pode sugerir que o grau de atencdo dos animais durante

esta fase era menor, fato este que dificultou o aprendizado em qué&stéo.
Interessante ainda, foi verificar que durante a fase clara '..'da situagdo CE
obtivemos no grupo das 15h a maior velocidade de reducdo de respostas EXP

intra-sessdo, sugerindo uma melhor memoria de curta duragio hesse horario. A

andlise estatistica mostrou, ainda um significativo efeito de sessdo, ja citado
anteriormente, efeito este que evidencia meméria de longa duéjira(;éo. Assim, a
redugéo no nivel inicial de respostas (comparagdo entre o primeircia bloco das duas
sessCes), bem como diferenga inter-sessdo no grupo dasé_;eh podem ser
indicativos de uma melhor memoria de longa duragéo neste horéri%;.

Trabalhos com mamiferos tém indicado alteragées ritmic%as na circuitaria
neural envolvida com mecanismos de membria e aprendizage%fn (Valentinuzzi,
1999). Ja se demonstrou, por exemplo, que os nicleos da raéfe e 0s nlcleos
certleos produzem serofonina e noradrenalina, respecﬁvamente,::com um padréo
ritmico, devendo, portanto, receber informagdes do relégio bioicﬁéigico. Estes dois
nucleos enviam proje¢Ges ao hipocampo, estrutura que participa de processos de

aprendizagem (Gray, 1995; Loughlin et al., 1986). Por outro lado, estes dois

neurotransmissores afetam mecanismos celulares essenciais paéﬁa a potenciagdo
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a longo prazo (E_TP), que se tém sugerido como uma das bases fisiologicas da
aprendizagem (Féosenzweig,m%) e um indicativo da plasticidade sinaptica.

Ritmo ciraf;adiano de excitabilidade neural no giro denteado do hipocampo,
em ratos, tambem tem sido descrito (Barnes ef al. 1977: Cauller et al., 1981).
Assim, foi verificado que a quantidade de potenciais pds sinapticos excitatorios é
maior durante a noite do que durante o dia, e que estas mudancas ndo se devem
a fatores ambiez%tais como luz, temperatura ou barulho ambiental. Harris & Teyler
{1983) registraré{jm LTP em fatias do giro denteado e area CA1 do hipocampo de
ratos, em difera;ntes horas do dia. Foi observado mais LTP no giro denteado
durante a noite do que durante o dia, enquanto que na area CA1 ocorreu o
contrario. Estes éiados foram interpretados como indicativos de que LTP pode ser
0 substrato da é$tocagem de informagées de longo-prazo no cérebro, e portanto
estaria reduzido éno giro denteado durante o periodo de inatividade do animal, pois
esta area ndo esiiaria relacionada com a codificagdo de memoaria ativa. O aumento

de LTP na area CA1 refletiria aspectos da consolidaggo de informagdes adquiridas

recentemente.

N&o podegiamos deixar de considerar, ainda, que os resultados obtidos na
situacdo CE poésam ser resultado de mascaramento, antes do que um ritmo
circadiano de apf@ndizado. Sabemos que o ciclo claro-escuro pode atuar como um
mascarador exteé'no. Aschoff (1987) medindo a temperatura cerebral em galinhas
submetidas a um;i ciclo CE de 12h: 12h, detectou um ritmo com abruptos aumentos
e diminuicdes de%temperatura no momento de ligar e desligar as luzes, resultando

numa onda quadrada, que contrastava com aguela obtida em condigbes de livre-
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Curso que possui um padrio senoidal, com uma amplitude de:;osciiac;éo muito
menor. Segundo Aschoff (1987) 33% da oscilacdo em condic;ﬁes de CE sao
resultados de mascaramento.

Valentinuzzi (1999) analisou a habituacdo de respostas __:focomotoras em
camundongos C57BL/6J expostos a um campo aberto, utiiizaé’sdo—se de duas
condigbes de luminosidade: ciclo claro-escuro 12h:12h (CE e fotoperiodo
esqueleto. Esse protocolo experimental visa eliminar os efeitos f;diretos do ciclo
claro escuro. Assim, os animais eram retirados da condigdo CE e== durante 3 dias

eram mantidos num ciclo de 12h de luz branca (400lux) e 12h de iuz verde, logo
apos passavam a receber 0,25h de luz branca,11,5h de luz ve:;_ﬁde, 0,25 de luz
branca e 12h de luz verde. Seus resultados indicaram que n&a condigdo CE,

camundongos manifestavam um ritmo diuno da reatividade ao campo aberto, com

maiores niveis de locomog&o durante o periodo escuro do cicio.éi Verificou ainda
que a habituacgéo a longo prazo dessa resposta aconteceu dura;f}fte a fase clara,
enguanto que a habituag&o a curto-prazo ocorreu apenas na fg%se escura. Por
outro lado, em condi¢gbes de fotoperiodo esqueleto, néo foi obs%érvado nenhum
efeito de fase no comportamento em teste de campo abertozf Os niveis de

ambulagdo, assim como a habituagédo a curto e a longo-prazo, foram iguais tanto

na fase ativa como na fase inativa. Esta autora discute os dados lfévantando duas
questbes interessantes: (a) sugere que a ativacdo comportamentaé produzida pela
exposi¢do a um campo aberto e a habituacdo a este contexto é};léo manifestam
ritmo circadiano. Os ritmos observados durante a situacdo CE p(i;dem ser efeito

de mascaramento. Ou seja, s em condigdes de claro-escuro foi possivel observar
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uma variacdo témporal nesses processos, 0 que sugere que 0s ritmos observados
880 apenas res;ipostas as flutuagbes diarias de iluminagio externa: e (b) porém
ressalta que a.?sensibilidade do método de medida utilizado no campo aberto
(medida manuaéé! com distancia entre as linhas utilizadas para quantificar os
cruzamentos deéfg.ZOcm), nao tenha sido suficiente para detectar um efeito temporal
no processo de:?habituagéo ao contexto nessa situacdo experimental, uma vez que
em um outro exéperimento realizado utilizando-se o mesmo periodo fotoesqueleto,
a habituacgéo ao_ﬁ;contexto mostrou um componente temporal.

Um possivel efeito mascarador do proprio estimulo apresentado, ou seja o

som, deve tamié em ser discutido. O som quando apresentado durante a noite,
poderia ter seu \;’ator biolégico aumentado. O significado de um estimuio, depende
da bagagem éggenética (historia filogenética) do animal, bem como, da
aprendizagem ;:érévia (histdria ontogenética) e das caracteristicas do ambiente,
que nesse casoéseriam as condigdes de iluminagdo. A diferenca observada entre

os horarios de claro e escuro no nosso experimento podem ser devido a um maior

padrdo de ativié}ades dos pombos testados a noite em fungio de um maior
significado do ejé;timuto auditivo, o que estaria determinando mais reatividade ao
estimulo sonoro 5.;§durante as sessdes noturnas.

A habitucsi;g:éo a sons em pombos expostos a situagdo CC foi realizada
visando investigér os efeitos do ciclo claro-escuro no processo de habituacso, bem
como o papel t:ia MEL em tal tipo de aprendizagem. Os nossos resultados
demonstraram q;:ue a variagdo diurna no processo de habituagéo, em fungdo da

hora do dia, bernt como a Interag@o entre horario e sessdo nao foram verificados
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quando os pombos foram expostos a situacdo, em nenhuma@i‘ das categorias
comportamentais estudadas. Com relagdo & categoria EXP eﬁ%xcetuando—se a
primeira sess&@o das 21h e 24h todos os demais grupos habituara?;n. Apesar disso,
nado foram verificadas diferengas na velocidade de reducdo de reé.;postas ao longo
das 24h do dia. O mesmo ocorreu com relagdo aos comportament%’:)s PRE.

Analise das curvas médias de respostas, exibidas por estes sujeitos

demonstram alguns dados interessantes. Os animais testados nos horarios do dia
subjetivo apresentaram uma comportamento muito semelhante équeie verificado
na situa¢do CE, quando a categoria EXP foi analisada. Todos exiéﬁiram uma curva
de respostas tipicas de habituagéo, mostrando aceleragéo nega:%ti_ziva. Verificamos
que na primeira sessdo, os grupos das 15h e 12h atingiram CZRC quando 40
estimulos sonoros haviam sido aplicados, enquanto que, as 6h e Sh foram
necessarios 45 estimulos. Durante a segunda sessio, todos os gi%rupos reduziram
0 numero de blocos atingindo o CRC mais rapidamente. O grupo é;:;:las 6h, foi 0 que
mais demorou para chegar a este critério (40 estimulos), seguido ;ﬁeios grupos das
9h (35 estimulos),12h e 15h (25 estimulos). Embora estes da{@dos estejam de
acordo com os trés primeiros principios de Thompson & Speri_;cer (1966), ndc
foram encontradas diferencas estatisticas significativas inter fé_e intra-sessdes
durante o dia subjetivo. .

Nos testes realizados durante a noite subjetiva, a anéié.iise das curvas

médias de respostas de EXP indicaram uma situagao diferente d%quela verificada

durante o dia subjetivo e durante a noite em CE. No grupo das 1&h, embora tenha

ocorrido habituagdo nas 2 sessdes experimentais, o CRC na pri@rgneira sessdo foi
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atingido apenas;’fé no Gitimo bloco. O grupo das 21h e 24 nio atingiram o CRC,
durante a prime%ra sessao. O grupo das 3h habituou nas duas sessdes atingindo
CRC no bloco 1.-;er 3 respectivamente. A comparagio do nivel inicial de respostas
(para o grupo dé}fs 18h) e a diferenca inter-sessdes, verificadas as 18h, 21h, 24h e
3h (o que pm\é;aveimente justifique o efeito de sessdo encontrados) sugerem
methor memérié de longa duragdo nestes horarios. Como ocorreu com o dia
subjetivo, néao foram encontradas diferencas na velocidade de reducdo
comportamental-}nos diferentes grupos da noite subjetiva.

A anélisé}?j dos comportamentos pertencentes a categoria pré-exploratoria
indicaram que a;;ﬁﬁhabituagéo ocorreu em todos os horarios com as curvas médias
de resposta mo%trando aceleragéo negativa tipica deste processo, como ocorreu
em CE. A comiﬁ)aragéo entre o nivel inicial médio de respostas inter-sessfes
indicou diferengé%s significativas nos grupos das 6h, 12h, 15h, 18h, 21h, 24h e 3h.
Foi verificado, ai:%}da, efeito de sesséo, quando se comparou as sessdes como um
todo, embora o t%ste post-hoc tenha mostrado diferengas apenas no grupo das 6h.

Os resuftédos obtidos durante a situagdo CC, para os comportamentos
EXP, podem suzgerir gue o ciclo claro-escuro tenha um efeito significativo na
habituacdo a e%timulos sonoros. O fato de ainda verificarmos auséncia de
habituagdo em aii;guns horarios da noite subjetiva durante a primeira sessdo pode
ser devido ao pouco tempo de exposigdo & luz constante. Assim, durante a
situagdo CC, o;. ritmo de aprendizagem estaria se manifestando com uma
amplitude meno{em relagdo aos animais da condi¢do CE, devido a auséncia do

ciclo claro-escufo que poderia estar atuando como agente mascarador.
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Valentinuzzi & Ferrari (1997), também verificaram desaparecin-@s;;ento da grande
diferenga noite-dia no processo de habituagcdo a sons em pon;bos quando os
mesmos formam expostos a claro constante.

Devemos ressaltar contudo, que em pombés, como citado a‘%cima, a pineal e
a retina sdo osciladores importantes. Assim, a exposi¢ao a iuzi_;constante pode
alterar a organizagdo circadiana dessas aves. Os dados do experimento |
demonstraram que exposicdo a 24h de luz constante além de int%rromper o ritmo
de MEL plasmatico reduzindo sua producdo a concentrag:c"ies asais, tambem
reduz as concentragBes basais de MEL plasmatica durante os Qj-iihorérios do dia
subjetivo. A habituagéo de comportamentos EXP a estimulos son%)ros verificados
durante a noite subjetiva da situacdc CC, assim como, a veriﬁcag?éﬁo de que nesta
situagdo as aves atingiram o CRC nos grupos testados durante o ;dia subjetivo em
blocos inferiores aqueles verificados na situagéo CE (excetuancéo«se a primeira
sessdo das 15h) nos levou a sugerir que a alteracdo da Iuminos%%éidade provocou
uma facilitag@o no processo de habituagdo. Ou seja, é possivel quae a ausencia de
variagéo temporal na habituagdo observada na situagdo CC seg;a resultado da
supresséo do ritmo de MEL.

A reducgéo das concentracdes plasmaticas de MEL poderi% estar atuando
aumentando o alerta, (durante a situacdo CC entre uma estimué%?agéo e outra o
animal permanecia na maior parte do tempo parado), eiimi%ando C sono,
reduzindo a sensibilidade auditiva, melhorando o processamento \f?i:sual, facilitando

assim, a ocorréncia de habituagdo. Experimentos futuros com infusdo de MEL

142



durante os hora_%rios de claro do ciclo claro-escuro precisariam ser realizados para
verificar o efeitcé do horménio em tal tipo de aprendizado, testando esta hipdtese.

Os nossés resultados evidenciaram que o processo de habituagdo ndo é
determinado aﬁ}enas pelas caracteristicas do estimulo apresentado, uma vez que,
0 mesmo e$t§m§};ﬂo foi apresentado para todos os animais, e resultados diferentes
foram observad;;os. Esse tipo de aprendizagem ¢ afetado pelas interages entre o
estimulo e as %ondigées bioquimicas/fisiolégicas do animal. Tais condi¢des s&o0
determinadas ;fj@eia historia filogenética e ontogenética da especie e influenciadas
pelo meio ambi{énte. Se a maioria das variaveis bioquimicas e fisiologicas de um
organismo posf;;;sui padrées ritmicos, entdo o processo de habituacdo aqui
estudado pode fambém ser “regido” por esta organizacao temporal.

Assim, o; presente estudo sugere que a habituagdo a estimulos sonoros
envolve Enteragé‘%es entre as caracteristicas do estimulo, modulagédo circadiana de
condigbes bioqqimicas/ﬁsiolégicas e comportamentais do organismo. E acrescenta
novas informag%ﬁes a respeito da possivel relagdo entre variagdo endégena e

ambiental desse tipo de processo de aprendizagem néo associativa,
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DISCUSSAO GERAL

O conjunto de dados dos Experimentos I, Il e Il sdo Emporiéantes na medida
em que permitem analisar os substratos hormonais da variagao c%e atividade geral
e de processos de habituagdo do comportamento exploratériéfa a estimulacédo
acistica ao longo das 24h, relacionando as variacGes di;sma-notuma no
comportamento e nas concentragdes de MEL e B plasmaticas.

No Experimento |, os resultados indicaram variaggo de comportamento na

situagdo CE ao longo das 24h do dia e maior frequéncia de E!c:omportamentos
durante a fase clara, do ciclo claro-escuro, se comparado ai freqiéncia de
comportamentos durante a fase escura. Além disso, foi verificado que nos horarios
do acender e apagar das luzes ocorreu aumento na freqiiéncia cof:_ﬁportamentai de
EXP, LOC MOV e INT. Esses dados foram interpretados como Enidicativos de que
a alteragdo abrupta da luminosidade poderia introduzir um efeito de
mascaramento sobre ritmos comportamentais exibidos por esseség sujeitos. Assim,
experimentos realizados nos horarios ja citados podem ter resulta%-dos modificados
por esta alteragdo comportamental. A alteragdo da distribuicao d@ freqléncias de
categorias comportamentais na situagdo de claro constante e a distribuicdo
homogénea de comportamentos ao longo das 24h, exceto para 0$ horarios de 24h

e 3h, forneceram evidéncias a favor do papel do fotoperiodo coéno um zeitgeber

para os ritmos comportamentais.

Se os ritmos biologicos de um mesmo organismo costumam apresentar

uma relagdo de fase caracteristica entre si (Marques et al., 199?} entdo podemos
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supor que a varéagéo de comportamentos ao longo das 24h na situagdo CE, além
de estar sincrot%izada a alternancia da fase de claro e de escuro do ciclo claro-
escuro, estaria ;;sincronizada com outros ritmos fisiolégicos e bioquimicos. Na
situacdo CC, a auséncia do sincronizador extero alteraria a distribuicao
comportamenta@ize a variag&o ciclica de outras variaveis fisiolégicas, tais como os
niveis hormonai%.

Durante ::%z situagdo CC, pelo menos dois horménios sofreriam alteracoes
mais drésticas:é a MEL e a B. As relagdes entre variagdes na ritmicidade
comportamentalz% e as concentragbes plasmaticas desses horménio foram
discutidas no Ex%perimento H.

Como citado.g na introdugéo deste trabalho variagBes comportamentais, bem
como, alteragc“)eés bioquimicas e fisiologicas ao longo das 24 horas s@o comuns a
todas as espéci;;és de animais. Trabalhos relacionando ritmos comportamentais e
concentracbes etz}e MEL plasmaticas, em aves, tém fornecido um conjunto de

dados de interesse para a andlise da organizagio temporal do comportamento.

Existem, també;.%m, dados que sugerem que a MEL poderia estar atuando
modulando a ati_%/idade da adrenal. Khan et al. (1990) postularam que a glandula
pineal teria um i%é'?mportante papel na modulagdo do estresse e que a MEL atuaria
como um hortﬁ%ﬁnio anti-estresse. Assim o Experimento |l discutiu questfes
referentes aos iipos de interagdes modulatorias entre a MEL, B e a variagéo
diurna-noturna {ios niveis de AG. Os resultados deste experimento: (a)
confirmaram ob&ewagﬁes prévias que indicam uma relagdo inversa entre a

ocorréncia de comportamentos e as concentragbes plasmaticas de MEL, em
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pombos expostos & situagdo CE (Ebihara et al., 1984; Oshima fﬁet al., 1989); (b)
reforgaram a importancia do ciclo claro-escuro como agente s%‘ncronizador dos
comportamenios; (c¢) replicaram dados da literatura indicando rr{aior AG na fase
clara da situagdo CE se comparados com os horarios de escuro,é? bem como, uma
distribuigdo mais homogénea de AG ao longo das 24h na séituagéo CC; (d)
indicaram que a luz constante de 300 lux por apenas 24h foi eficiante para causar
interrupgdo da secrego ritmica de MEL, reduzir a secreéﬁéo de MEL a
concentragbes inferiores as basais durante o dia subjetivo da ;;condig:éo CC, e

elevar as concentragles plasmaticas de B .

Apesar dos resultados do Experimento |l evidenciaremi_ que durante a
situagdo CC existiu um aumento de AG ndo foram demonstéadas diferencas
significativas entre AG da situagdo CC se comparadas a CE. iEstes resultados
foram explicados considerando-se: (a) auséncias de picos compé}tamentais as 6h
e 18h na situagdo CC; (b) tempo de exposicdo ao claro constaégme, que embora
tenha sido suficiente para interromper o ritmo de MEL piasmé@;ﬁico e reduzir as
concentragbes basais do horménio, néo foi suficiente para auméntar de maneira
significativa a emiss@o de comportamentos; (c) modulagdo ;'mais complexa
envolvendo outras relagdes entre um maior nimero de osciladorezf,«} internos.

Convém ressaltar que o sistema circadiano de aves, fc;rmado por peio
menos quatro estruturas, quais sejam, os olhos, pineal, VNSQ & fotorreceptores
encefalicos, possui um sistema de interagdo complexo. Este, sééundo 0 modelo
proposto por Cassone & Menaker (1984), envolve um sisten;’%a de regulagdo

neuroendocrino. Segundo estes autores este sistema sincroniza os multiplos
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osciladores e m}:antém a estabilidade e a precisdo do sistema circadiano. Assim,
durante o dia subjetivo o vNSQ inibiria a pineal e os osciladores oculares através

de uma via neural e durante a noite subjetiva a MEL liberada pela pineal atuaria no

VNSQ inibindo-c. Segundo Gwinner ef al. (1997) a auséncia de MEL poderia
provocar alterag;ifies em todo os sistema circadiano de aves.

Deve ser:lembrado que: (a) uma das possiveis fungSes da MEL é a de
modular as reag}éﬁes fisioldgicas de defesa e adaptagdo a sindrome do estresse
(Persengiev & Kjanchev, 1991); (b) na situagdio CC a quantidade de B se eleva,
sugerindo um maior estresse sofrido pela exposi¢édo & luz aguda; (¢) a B, assim
como a MEL vai:m sendo relacionada com aumento de quietude e de emissdo de
comportamentos em pombos. E ldgico, ento, justificar a auséncia de diferencas
na AG quando se compara a situagéio CE com a CC, postulando que o aumento
da taxa de respostas comportamentais esperados apos a redugdo de MEL néao
ocorreu, pois o aumento de B anulou tal efeito.

Os resuitéﬁos do Experimento [Il também podem ser discutidos levando-se

em conta a inter&';géo entre comportamentos, MEL e B,

Em seu conjunto, os dados do Experimento 11f foram importantes na medida
em que: (a) dembnstraram 0 processo de habituagdo das respostas EXP e PRE a
estimuios sonorc:f%s em pombos, replicando dados da literatura (Toledo & Ferrari,
1991, Vatentinuz;;zi & Ferrari, 1997); (b) mostraram uma variacgo ao fongo das 24
horas do dia na habituagéo da resposta EXP a estimulos sonoros em pombos,

ampliando os dados obtidos por Valentinuzzi & Ferrari (1997).
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O fato dos animais terem habituado somente na fase ciaéﬁ'a do ciclo claro-
escuro na situagdo CE, somado ao fato da menor velocidade dé& habituacdo em
alguns horarios da noite subjetiva na situagdo CC (21h e 2{1%1), sugere uma
.organizagéo temporal da aprendizagem de habituagéo da explorijﬁgé‘xo ao som. No
entanto, caracterizar ritmos circadianos de aprendizagem n&o é uma tarefa facil.
Inimeras varidveis externas e internas, tais como o ciclo claro-;fiéscuro e o ritmo
circadiano de atividade-repouso, podem interferir em processos éfle aprendizagem
0 que dificulta o controle das condicdes experimentais.

No Experimento lll observamos que os pombos expostas a situacdo CE
apresentavam comportamentos aparentemente deslocados. As;*aSim nos testes
realizados no periodo de escuro do ciclo claro-escuro, os pcg_mbos andavam,
circulavam, bocejavam, cogavam, limpavam, defecavam, saczﬁisdiam 0 corpo,
vocalizavam e espreguicavam. Os pombos testados durante a fase clara da
situago CE ndo apresentavam esses comportamentos. Esias observagdes
estariam indicando que o estado do animal ndo é o mesmo ao I%jngo das 24h do
dia e, consequentemente, as respostas frente & mesma esti:%]uiagéo também
apresentam diferencas. .

A diferenca verificada quando se compara a fase clara (%igom a escura da
situagdo CE pode ainda ser devida ao valor biolégico ou funcione%fi do som. Assim,
as condigdes de luminosidade poderiam interferir no valor do e&timulo, ou seja,

durante a fase escura, o valor funcional do som seria potencializado devido ao fato

da capacidade visual do animal estar diminuida em condicbes de baixa
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luminosidade. [éso poderia explicar a dificuldade de habituagdo nos horarios de
escuro do ciclo claro-escuro (Valentinuzzi & Ferrari, 1997).

A variacdo temporal da aprendizagem pode ser gerada por um dos reldgios
do sistema circadiano de aves, ou pela interagdo dos mesmos, ou ainda, pela
interacéo das nt.,ﬁmerosas variaveis fisiologicas que flutuam ao longo das 24h.

Durante a situacdo CC, a presenca de claro constante determinou a
interrupcdo da secrecdo ritmica de MEL e reducdo das concentragbes de MEL
plasmaticas. As alteragdes poderiam responder pela menor diferenca de
aprendizado entre o dia subjetivo e a noite subjetiva verificada nessa situagéo. Se:
(a) a auséncia E3de MEL provoca aiteragdes em todo o sistema circadiano de
pombos (Gwinner et al.) e (b) conforme discutido anteriormente (Cassone, 1990,
Cassone et al.,; 1995) receptores de MEL estdo amplamente distribuidos no
encefalo de p%ambos, indicando que estruturas encefdlicas seguramente
respondem ao éadréo circadiano de MEL, a auséncia de MEL ritmica poderia

deixar de afetar essas estruturas verificando-se, entdo, a perda do padrio

circadiano. Isso %’esuftaria num padrdo menos evidente dos ritmos circadianos ou
numa dessincronizagao entre eles. Por outro lado, poderia ser postulado que a
presenca do ha}ménio, durante a fase escura do ciclo claro-escuro, poderia
responder pela ﬁ%auséncia de habituagdo verificada nos horarios de escuro da
situacédo CE. .

Deve ser aﬁinda considerado que os animais expostos a situacdo CC podem
estar sob efeito fde estresse. Segundo Griffin (1989) mudangas ambientais que

produzem estimulos sonoros, olfativos e visuais estranhos ou novos podem
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provocar mudangas cronicas ou agudas na fisiologia do afaima!, as quais
caracterizariam, um maior ou menor grau de estresse. Sabems que em aves
concentragbes de B aumentam frente a uma variedade de estimulos estressantes
tais como: aumento ou diminuigdo de temperatura (Harvey et al., -.1 884; Pilo et al.,
1985) privagdo de agua e comida (Harvey et al.,1980), captura e manipulagao
(Winglield et. al.,1982), alteragbes nas condigdes de luminosidade (Joseph &

Meier, 1973, Rintamaki et al., 1986; Westerhof, et al.,1994), 24h de luz constante

(Experimento If). No Experimento I, na situacdo CC, temos prese;_htes dois fatores
que poderiam estar contribuindo para o aparecimento do estress%e e conseglente
aumento na produgdo de B, mudanga no ciclo claro-escuro e f}edugéo de MEL
plasmatica. Existem experimentos que indicam que um aumento e::ie B plasmatica,
causado por estresse moderado, promovem alteragbes ?acilitatérias na
capacidade de aprendizagem (Lupien & McEwen, 1997, Grifﬁn,1}989, Loscertales
et al, 1997; Sandi & Rose, 1997; 1994 a, b). Além dissq, como discute
Valentinuzzi (1999) ha evidéncias de que a B plasméticéf possa regular
mecanismos celulares essenciais aos processos de LTP (Dar‘%a et al.,, 1984).
Neurdnios do hipocampo de ratos possuem grande concentragéio de receptores
especificos para a B e assim, a atuagdo ciclica do horménio ﬂésses receptores
poderia mediar, direta ou indiretamente, processos de ptajésticidade neural
envolvidos com a aprendizagem (Mali, 1982). Efeitos modu!atér?b de B em LTP

também foram observados em aprendizagem associativa e memoria espacial

(Lupien & McEwen, 1997).
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Experimeé’ﬁos realizados com pintinhos recém-nascidos tém demonstrado
que horménios egsteréides, como a B, atuam em receptores especificos cerebrais e
promovem alteéﬁagées sinapticas que melhoram o desempenho em esquiva
passiva (Sandi & Rose, 1994 a e b: 1997).  Recentemente Loscertales et al.
(1997), Envestig;;aram memoria de longa duragdo em pintinhos recém-nascidos,
apos a aciminis}tragéo periférica de drogas que inibem (aminogluthimide e
metyrapone) a sg.ecregéio de B. Segundo os autores, existem experimentos que
relatam que pintﬁ%nhos recem-nascidos tém uma tendéncia inata de bicar objetos
salientes no améiente_ Esse comportamento foi analisado colocando no chao da
gaiola contas brancas e contas embebidas com uma substancia
(methylanthraniléé:te) que causam aversdo condicionada pelas contas. No teste,
24h apds o trei:fiio, foram colocadas na gaiola apenas as contas coloridas e o
numero de bicad_és antes e depois do treino foi comparado. Existiam 3 grupos: um
grupo controle qé?se recebeu apenas veiculo, outros dois grupos que receberam as

drogas que bloqueavam a sintese de B. As injecées foram dadas

intraperitoniaimeéxte, 60 minutos antes do treinamento. Os animais que sofreram
inibicdo da sinte:;e € secre¢do de B apresentaram um alto nivel de respostas de
bicar no teste, mébstrando baixa retencédo das informagdes aprendidas. Os autores
sugeriram que a 3 teria um importante papel na aquisicdo e na manutenc¢ao deste

tipo de aprendizafdo,

Os dados acima nos levam a sugerir que as alteragdes de B plasmatica na
situagéo CC podé}riam estar contribuindo para o methor desempenho ao longo das

24 horas. Podern;os postular ainda, que as interagdes entre as concentragbes de
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B e MEL poderiam ter um papel relevante nas caracteristicas;do processo de
habituagdo observadas no Experimento Ill. As relagbes entre c;_:és aumentos nas
concentragbes de B, observadas na situaciio CC, corre%ac?éonadas com a
diminuicGo das concentragbes de MEL, e o desaparecémen‘éé do seu ritmo
caracteristico, registradas no Experimento 1l, refletiiam uma in;ﬁeragéo entre as
variagbes ciclicas desses hormdnios. Essa interacéo endécriéa caracterizaria
precessos de regulagdo hormonal sobre o sistema temporal.i Essa interacdo
garantiria a eficiéncia dos sistemas de ritmicidade endogena do organismo. As

interacGes desse substrato hormonal e os sistemas neurais de ritmicidade

biolégica resultariam na modulagdo do comportamento e da a;prendizagem de
habituagéio ao longo das 24h.

Para estudar melhor o papel da B e da MEL nas caracterisié;i;cas do processo
de habituacdo, seria interessante realizar experimentos onde éstes horménios
fossem administrados. A manipulacéo das concentracfes plasméticas de MEL e
B, por administragdo exdgena durante as fases do ciclo claro-esf?;uro, ou durante
as 24h em situagdo CC ou em escuro constante, e a anéi:féése da resposta
exploratdria frente a um estimulo acuistico repetitivo, ao longo das 24h do dia,
poderiam auxiliar no entendimento dos processos e mecanismo%é caracteristicos
das interagGes entre o substrato neuro-hormonal e a organizaegééo temporal da

aprendizagem.
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ANEXO 1

Catélogo de comportamentos de Pombos Columba livia em cativeiro.

Categoria | - Movimentos discretos de partes do corpo ou de todo o corpo.

Incluem-se nesta categoria deslocamentos discretos e independentes de

partes do corpo em relagdo ao proprio corpo, ou de todo o corpo, sem que ©

animal se desloque no espaco.
t.1 Movimentos discretos de partes do corpo
1.1.1 Movimentos da(s) asa(s)

a) Abaixar asa (ASA)

C - asa levantada ou encostada no corpo ;

R - deslocar a asa no sentido cabega-pé e antero-posterior ou postero- anterior:
P - aumentar a superficie de contato da asa com a lateral do corpo diminuindo a

distancia entre ela e a superficie de apoio.

b) Abduzir asa (ABA)
C - asa em contato com superficie lateral do corpo ;

R - deslocar lateralmente a asa em diregéo a cabeca;
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P - asa fora de contato com a superficie lateral do corpo aumentando a distancia

(ou angulo) entre ela e o corpo.

¢) Aduzir asa (ADA)

C - asa abduzida;

R - deslocar lateralmente a asa em direcéo aos pés;

P - asa em contato com superficie lateral do corpo diminuindo a distancia (ou

angulo) entre ela e o corpo.

d) Bater asa (BAS)
C - asa abduzida ou aduzida;

R - estender as asas, abduzindo e aduzindo-as alternada e sucessivamente;

P

e} Balangar asa (BLA)
C - asa em contato com a superficie lateral do corpo;
R- movimentos repetidos de levantar e abaixar uma das asas, deslocando-a

sucessivamente de cima para baixo, num mesmo ponto

3

p.

f) Estender asa (ESA)

C - asa abduzida ou aduzida;
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R - mover lateralmente a asa de modo a aumentar o angulo entre suas
partes, abrir a plumagem;

P - aumentar a extensao da asa.

g) Rotar asa (s) (ROA)
C - asa (s) aduzida (s) ou abduzida(s);
R - deslocar a parte axial da (s) asa (s) em torno do seu eixo antero-posterior;

P-

h) Levantar asa (LEA)

C - asa em contato com a superficie lateral do COrpo;

R - deslocar a asa no sentido pé - cabeca e antero-posterior;

P - reduzir a superficie de contato da asa com a lateral do corpo aumentando a

distancia entre ela e a superficie de apoio.
[.1.2 Movimentos com o bico

a) Abrir bico (ABB)
C - partes superior e inferior do bico unidas:

E

R - deslocar mandibula inferior e mandibula superior no sentido pé-cabeca
respectivamente;

P - mandibulas superior e inferior separadas, aumentando o angulo entre si.
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b) Bicar (BIC)

C - bico fora de contato de objeto préximo:

R -aproximar o bico do objeto, encosta-lo fechado ou aberto no objeto, deslizar o

bico sobre a regido de contato e afasta-lo:

p.

c) Fechar bico (FEB)

C- bico aberto;

R - deslocar a mandibula e o maxilar superior no sentido cabega-pe,

respectivamente;

P- parte inferior e superior do bico unidas.
{.1.3 Movimentos do pescoco, papo e cabeca

a) Abrir olhos (ABO)
C - palpebras em contato uma com a outra;
R - mové-las em sentido contrario;

P - iris, pupila e cornea ficam visiveis

b) Balancar cabecga (BAC)
C - cabega e tronco alinhados, formando &ngulo de aproximadamente 90°;

R - inclinar ventral e dorsalmente a cabeca, alternada e sucessivamente;

P - alterar a posicéo da cabega no espaco, em relagio ao eixo longitudinal.
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¢} Encolher pescogo (ENO)
C - pescogo estendido ou afastado da parte superior do tronco:
'R - 'mover pescogo no sentido cabega - pés e na diregéo do papo;

P - diminuir o comprimento do pescoco e a distancia cabega-papo.

d) Endireitar a cabega (END)

C - pescogo inclinado;

R - estender o pescogo, alinhando cabega e tronco;

P - eixos longitudinais da cabega e do tronco formando anguio

aproximadamente 90°.

e) Fechar olhos (FEO)
C - palpebras afastadas uma da outra;
R - mové-las em sentido contréario;

P- palpebras em contato uma com a outra.

) Inclinar ventralmente a cabeca (INV)
C - cabega e tronco alinhados, formando angulo de aproximadamente 90°:
R - estender o pescogo e flexiona-lo no sentido cabega-pé e para frente:

P - diminuir a disténcia entre a cabeca e a parte superior ventral do tronco.

g) Inclinar cabega dorsalmente (IND)

C - cabega e tronco alinhados, formando angulo de aproximadamente 90°:

de
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R - estender pesco¢o e flexiona-lo no sentido cabecga-pé e para ras:

P - diminuir a2 disténcia entre a cabeca e a parte superior dorsal do tronco.

h) Inclinar cabega lateralmente (INL)

C - cabega e tronco alinhados, formando angulo de aproximadamente 90°;

R - flexionar lateralmente o pescogo;

P - diminuir a distancia entre a cabega e a parte lateral superior do tronco.

i} Inflar o papo (INP)
C - cabega encolhida;
R - mover a musculatura e ericar penas do papo;

P - o papo torna-se proeminente em relagéio ao tronco.

iy Oscilar cabecga (OSC)

C - pescogo encolhido ou cabeca e tronco alinhados, formando angulo de

aproximadamente 90°
R - movimentar a cabega no plano horizontal em relagéo ao eixo longitudinal com
deslocamento restrito da direita para a esquerda e vice-versa;

p.

k) Piscar (PIS)
C - olhos abertos;

R - fechar e abrir os olhos alternada e sucessivamente;
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1) Sacudifr cabeca (SAC)
C - cabega e tronco alinhados, formando angulo de aproximadamente 90°:
R - oscilar a cabeca e balanga-la rapida e sucessivamente;

P - alterar bruscamente a posicédo da cabeca .
[.1.4 Movimentos com a cauda

a) Abaixar cauda (ABC)
C - cauda levantada ou alinhada com o eixo longitudinal do tronco:
R - deslocar a cauda no sentido cabeca-pé;

P - diminuir a distancia entre a cauda e a superficie de apoio.

b) Abrir cauda (ABR)
C - cauda alinhada ao eixo longitudinal do tronco;
R - deslocar lateralmente as penas da cauda separando-as;

P - aumento da largura da cauda.

c) Levantar cauda (LEC)
C - cauda abaixada ou alinhada com o eixo longitudinal do tronco;
R - deslocar a cauda no sentido pé-cabeca;

P - aumentar a disténcia entre a cauda e a superficie de apoio.
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d) Sacudir cauda (SAU)
C-
R~ deslocar a cauda de um lado para o outro, rapida, sucessiva e repetidamente:

P - movimentos bruscos da cauda.
[.1.5 Movimentos com a perna

a) Agachar (AGA)

C-empé;

R - flexionar as duas pernas, deslocando o corpo em direcdo a superficie de
apoio;

P - encostar a parte ventral inferior do tronco na superficie de apoio.

b) Apoiar-se numa perna (APA)
C-empé;

R - flexionar uma das pernas;

P - pé da perna flexionada fora de contato com superficie de apoio e encostado na

pa'ﬁe ventral inferior d'o tfénco.

c) Bater pé (BAP)
C-empé;
R - deslocar de modo sibito, alternada e sucessivamente as pernas no sentido pé-

cabeca e vice-versa;
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P - ora um ora outro pé em contato com superficie de apoio e acima da mesma,

alternada e sucessivamente.

d) Estender perna (ESP)
C - perna flexionada;
R - mover a perna aumentando o angulo entre suas partes;

P - afastar o pé da regido ventral do tronco.

e) Flexionar pema (FLP)
C -em pé;
R - deslocar a permna em dire¢do ao tronco;

P - aproximar o pé da regigo ventral do tronco, colocando-o sob a plumagem.

f} Levantar-se (LEV)
C - agachado;
R - estender as pernas;

P - aumento da distancia entre a parte ventral do corpo e a superficie de apoio.

g) Pisotear (PST)
C - em pé;
R - flexionar uma das pernas e estendé-la, flexionar a outra perna e estendé-la,

alternada e sucessivamente;

201



P - ora um, ora outro pé em contato com o ponto de apoio inicial, sem que ocorra

deslocamento espacial.

h) Sacudir perna (SAP)
C - em pé;
R - flexionar a perna, semi-rotar e estendé-la, rapida e sucessivamente;

P - alterar posigéo da perna no espaco.
1.1.6 Movimentos das penas

a) Ericar penas (ER})
C - penas em contato com a superficie do corpo;
R - levantar as penas;

P - extremidades das penas afastadas da superficie do Corpo.

b) Erigcar penas do papo (EPP)
C - penas em contato com a superficie do corpo;

R - levantar as penas da regiéo do papo;

P - extremidades das penas afastadas da superficie do papo.

c) Separar penas (SEP)
C - penas em contato com a superficie do corpe;

R - deslocar as penas em sentido contrario;
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P - penas fora de contato entre si.
1.2 - Movimentos de todo o corpo

a) Balangar corpo (BAL)
C - em pé;
R - inclinar o tronco para frente e para tras aiternada e sucessivamente;

P - alteragbes do tronco no espacgo no eixo antero-posterior.

b) Desencostar (DET)
C - pombo encostado a um objeto ou a outro pombo;
R - deslocamento do corpo em direcdo oposta ao objeto ou ao outro pombo;

¥

P - ausencia de contato com o objeto ou outro pombo.

¢) Empinar-se (EPO)

C-empe;

R - estender pescogo, inclinar dorsalmente a cabega e antero-posteriormente o
troncé;

P - maior distancia entre cabega e pé e menor distancia entre a cauda e superficie

de apoio.

d} Encolher-se (ENC)

C- em pé, cabecga e tronco alinhados, formando angulo de aproximadamente 90°;
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R - semi flexionar as pernas, encolher pPEescoge;

P - menor distancia entre o corpo e a superficie de apoio.

e) Encostar (ECO)
C - corpo ou parte do corpo fora de contato com objeto ou outro pombo;

R - deslocar parte do corpo em direcdo ao objeto ou outro pombo;

F - contato com objeto ou outro pombo.

fy Equilibrar-se (EQU)
C - pes no poleiro ou em contato com borda da cuba de alimento e/ou agua;
R - pisotear e balangar o corpo:

P - permanecer na mesma superficie de apoio inicial.

g) Inclinar-se (INC)

C-

R - estender o pescogo, deslocar corpo no sentido postero-anterior, semiflexionar
as pernas;

P - aumentar a distéancia entre a cauda e a superficie de apoio.

h) Oscilar corpo (0S0O)
C-em pe;
R - semi-rotar o corpo da direita para a esquerda e vice-versa altemada e

sucessivamente, pode ocorre pisotear;
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Categoria Il - PPré-exploratéria

Incluem-se nesta categoria comportamentos reflexos, eliciados por

apresentacdo de estimulos novos e ou intensos e que precedem imediatamente

as reagoes exploratorias

a) Estremecer (EST)

C-

R - movimento rapido e intenso do corpo ou do térax, em varias diregées, por um
breve periodo;

p.

b) Murchar (MUR)

C-

R - coniracdo generalizada e lenta da musculatura peitoral e _c_!o trqnco,
simultaneamente ou n&o a empinar o corpo, a cabeca permanece imovel;

P - aparéncia esquia e tensa do corpo.

¢) Sobressalto (SOB)

-
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R- estremecer o corpo, estender o pescogo e balangar o corpo simultaneamente,

inclinag&o dorsal da cabega;

B

Categoria Il - Exploratodria

Incluem-se nesta categoria reagdes relacionadas a orientacédo e a investigacdo de

parte ou do ambiente como um todo.

a) Alerta (ALE)

C - pescogo encolhido ou cabeca e tronco alinhados, formando angulo de
aproximadamente 80°;

R - extens&o total do pescogo no sentido pé-cabega, com fixagéo e/ou inclinagdo

lateral ou oscilagdo da cabega, os olhos permanecem totalmente abertos:

P-

b) Ciscar (CiS)

C-empé;
R - deslizar um pé sobre a superficie de apoio, ou ambos, alternada e
repetidamente, podendo aproximar o bico da mesma.

P -

c) Estender pescogo (ESO)

206



C - pescogo encothido ou cabeca e tronco alinhados, formando angulo de

aproximadamernte 80°;
R - mover pescogo no sentido pés-cabeca;

P - aumentar © comprimento do pescoco e a distancia cabeca- papo.

d) Explorar (EXP)
C - pescogo encolhido ou cabeca e tronco alinhados, formando angulo de
aproximadamente 90°;

R - movimentar a cabega em varias direcGes, repetidamente;

P-

e} Fixacao (FIX)

C - pescogo encolhido ou cabega e tronco alinhados, formando angulo de
aproximadamente 90°;

R - manutengdo da cabega e do olhar direcionados a um ponto fixo do ambiente,
extenséo restrita do pescogo, imobilidade tensa, com ou sem inclinacdo da
cabeca;

P-
f) Semi-rotacdo da cabecga (ROC)

C - pescogo encolhido ou cabega e tronco alinhados, formando angulo de

aproximadamente 90°;
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R - deslocar a cabega no plano horizontal em torno de seu eixo longitudinal,
descrevendo um movimento lateral continuo em torno de 90°, ou descrevendo um

movimento de 180° de um lado para outro:

P - alterar a posig¢do da cabeca no espago para um lado ou para outro.

Categoria VI - Manutencgio

Incluem-se nesta categoria os comportamentos relacionados com os

cuidados com © corpo e reagdes vegetativas

a) Beber (BEB)

C-

R - inclinar ventralmente a cabeca, introduzir bico aberto na agua, inclinar
dorsalmente a cabeca e deglutir sucessivamente:

P - ingestdo de agua.

b) Bocejar (BOC)
R - inclinar dorsaimente a cabeca, abrir totalmente o bico, oscilar a cabega, fechar

os olhos e fechar o bico, sucessivamente;

P

c) Cocar (COC)
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C-
R - aproximar © pé do corpo, encostar o pé em algum ponto de sua superficie,
estender e flexionar a pema alternada e sucessivamente sobre a regido de
coniato.

=

d) Comer {COM)
C -
R - inclinar ventraimente a cabega, introduzir bico aberto no alimento e prender o

alimento com o bico, inclinar dorsaimente a cabega e deglutir sucessivamente:

P - ingestdo de. alimento.

e) Defecar (DEF)
C-
R - mover o corpo no sentido postero-anterior, inclinar ventralmente a cabega,

levantar a cauda e expelir excrementos pelo orificio da coacla, sucessivamente:

P.

f) Deglutir (DEG)

C -

R - inclinar dorsalmente a cabega, contrair repetidamente a musculatura do papo e
pescoco impelindo a substancia para dentro;

P-
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g) Espirrar (ESI)

C-

R - balangar bruscamente a cabeca, espirrar ar através do bico (e narinas) de
modo sibito e explosivo;

P-

h) Espreguicar (ESG)
C-
R - Inclinar ventralmente o corpo, estender uma das pernas e asa ipsilateral,

simultaneamente abaixar a asa contralateral lentamente, respectivamente:

P.

i}y Estremecer cabeca (EMC)
C -
R - movimentar brusca e rapidamente a cabega em vérias diregGes;

P .

j) Lsmpar (LiP)

C-

R - aproximar o bico da superficie do corpo, encostar bico em algum ponto de sua
superficie, prender e soltar, com o bico, sucessivamente uma ou duas penas, ou
ainda, bicar rapida e sucessivamente uma regido do corpo.

P.
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k) Sacudir-se (8AS)
C-empé;
R - oscilar corpo e balanga-lo, rapida e sucessivamente, ericar as penas;

P - alteragbes bruscas e rapidas do corpo no espaco.

B Tremer (TRE)

C-

R - contragbes réapidas e repetidas da musculatura e movimentos das penas do
Corpo;

P -

m) Vomitar (VOM)
C-
R - inclinar ventralmente a cabega e o corpo, abduzir as asas, estremecer o corpo,

fechar os olhos, abrir o bico e expelir material pelo mesmo, respectivamente;

P -
Categoria V - Locomogio

Incluem-se nesta categoria os comportamentos relacionados com

deslocamento do corpo no espacgo

a) Andar (AND)
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C - em pé ou agachado;
R - deslocar membros inferiores alternada e sucessivamente, encostando ora um
ora outro pe em diferentes pontos da superficie de apoio;

P - mudanga de posigédo do corpo para frente ou para o lado em relagéo a posicéo

inicial.

b) Andarem ré (ANR)

C - em pé ou agachado;

R - deslocar membros inferiores alternada e sucessivamente, encostando ora um,
ora outro pé em diferentes pontos da superficie de apoio;

P - mudanga de posigéo do corpo para tras em relacéo a posicao inicial.

¢} Cair (CAl)
C- peés no poleiro ou parede;
R - balangar corpo, pisotear e bater asas:

P - pés fora da superficie de-apoio inicial e deslocamento do corpo para

superficie de apoio inferior.

d) Circular (CIR)
C - em pé ou agachado;
R - andar em torno de um eixo longitudinal descrevendo um circulo:

=
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e) Descer (DES)

C - pes em contato com uma superficie no plano superior do piso:

R - estender uma das pernas, apoiando o pé no piso ou plano inferior e em
seguida repetir © movimento com a outra perna;

P - Deslocamento do corpo para a superficie de apoio inferior.

f) Esvoacgar (ESV)
C-
R - bater as asas simultdnea e repetidamente e flexionar as pernas e deslocar

verticalmente © corpo no ar;

P .

g) Pular (PUL)
C - em pé;
R - flexionar pernas e estendé-las simultdnea e abruptamente;

P - pés instantaneamente fora da superficie de contato.

.h) Subir (SUB)

C - em pé;

R - pular em diregdo a um plano de apoio acima da superficie ou flexionar uma
das pernas e coloca-la em contato com a superficie acima da superficie de apoio,
flexionar a outra perna e coloca-la em contato com a nova superficie de apoio;

P - pés em contato com superficie de apoio acima da inicial.
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i) Virar-se (VIR)
C-
~'R=semi-rotar o corpo'todo;

P- altera¢@o da posigéo do corpo, descrevendo um angulo inferior a 360°.

Categoria VI - Comportamentos de interagéo

Incluem-se nesta categoria os comportamentos relacionados com a

interagdo de um animal com outro do mesmo sexo cu do sexo oposto.
V1.1 - Macho - Macho
VI.1.1 Agonistas

a} Avancar (AVA)
C - Pombo 1 (P4) circulando, tendo Pombo 2 (P,) no seu campo visual;

R - P4 inclina o corpo, abaixa e abre a cauda, S!muEtanaamente na sequencaa

medra’ea abduz e estende as asas, mfia o] papo eriga as penas e lmpuismna 0
corpo em direc&o ao Py;

P- P, fica em alerta ou se afasta.

b} Bicar outro (BIA)

C - pombos em pé, Pz proximo do P,
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R - P, estende pescogo e bica a cabeca ou pescogo de Py;

P- P2 fica em alerta ou se afasta de Py,

¢) Golpear com a asa (GOA)
C - P1com o corpo empinado e proximo de P,:
R - Pylevanta uma das asas, flexiona e a abaixa, enquanto simultaneamente,

flexiona, rota e estende 2 outra asa em diregdo ao P, inclinando o corpo;

P- P; fica em alerta ou se afasta de P4; P, movimenta a asa ruidosamente.

d) Golpear com o bico (GOB)

C - P+ em pé , com bico aberto ou fechado e proximo de P,

R - P estende o pescogo, inclina a cabeca e o tronco no sentido antero-posterior,
impulsiona a cabega e o pescogo na direcdo de P; e bica sua cabecga ou pescoco;

P - P; fica em alerta ou se afasta de P;.

e) Locomover-se atras do outro (LOA)

C - Py em pé tendo P; no seu campo visual;

R -“¥3.1. anda o..u”v;)a. .(;umcor.ré.,. efﬁ diregéo a P2;

P - diminuigao da distancia entre ambos ou manutencdo da mesma no caso de Ps

tambem se movimentar.

f) Lutar (LUT)

C- Pye P,em pé e préximos;
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R - pombos golpeiam um ao outro com a asa e/ou com o bico, prendem parte do

corpo do oponente com o bico, batem asas e vocalizam;

- P-repetigdo destes comportamento as vezes por ambos os pombos.

g) Ameagar (AME)
C - Py empe e proximo de Py;
R - P estende totalmente o pescogo no sentido pe-cabega e eriga as penas do

pescogo, em seguida, semi-rota e/ou inclina lateralmente e/ou balan¢a a cabeca,
pisoteia podendo ou ndo vocalizar,;

P- P fica em alerta ou se afasta de P,.

V1.2 - Macho - Fémea

VI1.2.1 - Cortejamento

a) Afastar (AFA)

C - Macho (Pn) proximo da Fémea (Ps);
.' R - Pfandacorre 6u voa em .dirégéo opostaa Pp,;

P - aumento da distancia entre os pombos

b} Aproximar-se do outro {APO)
C - Py e Py parados, préoximos um do outro;

R - um ou ambos os pombos , andam, correm ou voam:;
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P - diminui¢do da distancia entre Py e P,.

c) Avangar (AVC)

C - P circulando tendo Ps no seu campo visual

R - Pninclina o corpo, abaixa e abre a cauda, simultaneamente, abduz e estende
as asas, infla o papo, eriga as penas e impulsiona o corpo em direcio a_Pf;

P- diminuicdo da distancia entre os pombos, Ps pode agachar-se.

d) Bicar outro (BIO)
C - Pm em pé, proximo de Prque pode estar em pé ou agachado;
R - Pm bica cabega ou regifo orbital de Py

P - Prpermanece agachado e fecha os olhos enguanio € bicado na regido orbital.

e) Cortejar circulando (CIC)
C - P em pé, préximo de Py,
R - P, empinado, cauda aberta e levantada, pisoteia, estende totalmente o
pescogo, eriga penas do pescoco, enquanto anda descrevendo um circulo em

torno de um ponto no espaco, ao lado do Py, vocalizando:

P - Pspermanece proxima de P, ou se afasta.

f)  Entrar embaixo do outro (EBO)
C - Pm agachado com o tronco inclinado, cauda levantada, pescoco encothido e/ou

penas do papo erigadas, tendo P; no seu campo visual;
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R - Pn anda agachado até Py, introduz cabega entre as penas de parte do corpo

de P (abaixo da cauda, do tronco ou pescogo);

P - P cabecga parcial ou totalmente embaixo de parte do corpo de P;, e

manutengdo da postura agachado.

'g) Locomover-se atras do outro (LOC)
C - Pn em pé tendo Pt no seu campo visual:
R - Pn anda préximo e atras de Ps;
P - diminuic&o da distancia entre ambos ou manutengdo da mesma no caso de

P também se movimentar.

h) Montar (MON})

C - Pragachado, asas parcialmente abduzidas e abaixadas:

R - Pm sobe sobre o dorso do Py, encostando cada um de seus pés na regido de
articulagdo das asas com o tronco do P;, move a cauda, enquanio agacha,
empurra a cauda do Py para o lado, abaixa a cauda, inclina o corpo ventraimente,
levanta-se, bate as asas e pula para o assoalho: na sequenc;a 0 Pm sacode o}
corpo o Pg levanta-se eambos andam em ﬂa md;ana . -

P.

i) Cortejar agachado (CAG)
C - agachado, pescogo encolhido, papo encostado na superficie de apoioc e penas

do papo ericadas;

218



R - balancar a cabega e ac mesmo tempo abaixar e levantar uma ou as duas

asas, de modo repetitivo e estereotipado, podendo ou ndo ocorrer vocalizacdo;

V1.3 - Macho - Fémea / Macho - Macho / Fémea - Fémea

a) Vocalizar (VOC)
C-
R - movimentar a musculatura do papo;

P - emissao de sons.
Categoria VIl - Posturas

incluem-se nesta categoria as posturas apresentadas pelos animais.

a) Agachado (AGOQ)
C - pernas flexionadas e corpo préximo a superficie de apoio:
R - permanecer nesta posigédo, podendo emitir outros comportamentos:

B_

b) Em pé (EMP)
C - pés em contato com superficie de apoio, pemna estendida mantendo distancia

entre o tronco e a superficie de apoio;
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R - permanecer nesta posicéo, podendo emitir cutros comportamentos;

P-

¢} Encolhido {ENL)
C - pernas semni flexionadas, diminuindo a distancia entre o tronco e a supetficie

de apoio, pescogo encolhido e corpo aparentando tamanho menor se comparado

a ele mesmo anteriormente;

R - permanecer nesta posigdo, podendo emitir outros comportamentos;

P

d) Encostado (ENT)
C - parte do corpo em contato com parte de objeto ou de outro sujeito ;

R - permanecer nesta posicdo, podendo emitir outros comportamentos;

P.
Categoria VIII - Parado

Nesta categoria e registrada toda a auséncia de respostas observavel.

a) Parado (PAO)
C - em pé, agachado ou encolhido;
R - auséncia observavel de respostas;

P - imobilidade relaxada.
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b) Dormindo (DOR)
C - em pé, uma perna flexionada e asa ipsilateral abaixada;

~R=olhos fechados e respiragéo fenta e regular;

P-

Definigdes auxiliares

a) Deslizar
C - estrutura A em contato com estrutura B:
R - deslocar A, mantendo o contato durante o deslocamento:

¥

- P - mudanga de posigdo de A no espaco.

b) Deslocar
C - estrutura A numa posigdo no espaco;
R - mover A;

P - mudanca de posigdo em relagéo a posigéo inicial.

c') | 'Estender
C - estrutura A articulada com estrutura B;
R - mover A no sentido do eixo longitudinal de articulacio com B:

P - aumento do angulo formado pelas faces dos eixos longitudinais de A e B.

d) Empurrar
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C - estrutura A do P1, em contato com objeto (B) ou parte do corpo do P2 (C);
R - exercer pressdo e deslocar B ou C, mantendo contato;

P rmudanca de posigdo de B ou Cho espago.

e) Flexionar
C - estrutura A alongada e articulada com estrutura B:
R - mover A em relagédc ao seu ponto de articulagdo com B;

P - diminuicdo do angulo formado pelas faces ventrais, dorsais ou laterais nos

diferentes planos dos eixos longitudinais de A e B.

f} introduzir
C - estrutura A proxima de estrutura B;
R - deslocar ou deslizar ou transportar A em direcao as faces internas de B;

P - A parcial ou totalmente envolvido pelas faces internas de B.

g) Mover

C - estrutura A em contato com estrutura B;

R - estender o(s) maisculo(s) ou contrai-lo(s), num padrao organizado;

P - mudanga na posicdo de uma ou mais estruturas em relagdo a outras e em

relacdo ao ambiente.

h) Prender

C - objeto em contato com estrutura do corpo;
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R - manter objeto imével e em contato com as faces internas da estrutura do

corpo;

i} Rotar

C - estrutura A articulada ou posicionada a estrutura B:

R - mover estrutura A em torno de seu eixo longitudinal, descrevendo um angulo
de 360°;

P - giros da estrutura em torno desse eixo.

i}  Semi-rotar

C - estrutura A articulada ou posicionada a estrutura B;

R - mover estrutura A em torno do seu eixo longitudinal, descrevendo um angulo
igual ou inferior a 180°;

P - giro da estrutura em torno desse eixo.

k) Soltar
| C ] o:b'j'eto (estrutura B) preso por parte do corpo (estrutura A);
R - deslocar A em direcdo oposta a B;

P - B fora de contato com A (cai quando n&o esta sobre uma superficie de apoio).

}  Tirar de dentro

C - estrutura A dentro da estrutura B:
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R - deslocar, atritar, deslizar ou transportar A em dire¢&o a abertura de B:

P - saida de A através da abertura de B e auséncia de contato entre AeB.

m) Transportar
C - objeto preso ou em contato com uma estrutura do corpo;
R - deslocamento coordenado da estrutura do corpo e do objeto;

P - mudanga na posigéo do objeto no espaco, sem atrito com outros objetos.

Termos auxiliares as defini¢des

Face ventral: a face de uma estrutura, ou parte do corpo voltada para a
regiao anterior do corpo

Face dorsall a face de uma estrutura, ou parte do corpo voltada para a
regido posterior do corpo

Proximal: diz-se da estrutura ou parte da estrutura mais proxima do tronco
do que outra estrutura ou parte desta.

Distal: diz-se da estrutura ou parte da estrutura mais afastada do tronco do
queouva estrﬁturaOuparte et
Eixo longitudinai: linha reta imaginaria que passa pela maior dimenséo de

uma estrutura.
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