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RESUMO

RESUMO

CANOVA, F. Organizacio temporal em processos de condicionamento cldssico aversivo e
expressao da proteina Zenk no hipocampo de pombos (C. livia); 2009.

Uma grande parte do conhecimento sobre as bases € mecanismos neurais dos processos de
aprendizagem, memoria e amnésia fundamenta-se na investigagdo dos correlatos neurais do
comportamento de animais ndo humanos em situacOes aversivas. Vdrios estudos tém
resultados sugestivos de que o condicionamento cldssico aversivo € afetado pelo sistema de
temporizagdo circadiana. As andlises do condicionamento cldssico aversivo e da resposta
condicionada de congelamento (FRZ) sdo tteis para as andlises do comportamento e dos
processos mecanismos neurais subjacentes. Estudos prévios mostraram a indugdo da
expressdo de Zenk no hipocampo de pombos pelo treino em condicionamento cldssico
aversivo e pelo teste no contexto aversivo. O presente estudo investigou as variagdes dia -
noite na aquisi¢do e na evocagdo do condicionamento cldssico aversivo e na expressao da
proteina Zenk no hipocampo. O Experimento I avaliou o condicionamento ao contexto em
pombos divididos em grupos condicionados (EC), controle (CC) e manipulacdo (CM) e o
Experimento Il investigou o condicionamento aversivo ao som previamente associado ao
choque utilizando de animais que receberam som-choque pareados (EP), som-choque ndo
pareados (NP) ou som (GS). Nos dois experimentos foi utilizado o fotoperiodo com pulsos de
Iuz (15 min) as 6h (ZT00) e as 18h (ZT12), sendo as sessdes realizadas nos horarios ZT02 e
ZT14. Os resultados do Experimento I indicaram diferenca significativa na ocorréncia de
congelamento entre os grupos (p<0,05), mas ndo entre os hordrios (p>0,05). Comparagdes
entre bloco final do treino e bloco inicial do teste mostraram queda significativa na
ocorréncia de congelamento no bloco inicial do teste no grupo EC ZT02 (p<0,05, mas nio
no EC ZT14 (p>0,05). A andlise de células Zenk positivas no hipocampo mostrou aumento
significativo na regido HpV em relacdo a HpD do grupo EC ZT02 em comparagdo aos
demais grupos (p<0,05), demonstrando uma diferenca significativa de horario. Houve
aumento significativo na marcacdo de nucleos Zenk-positivos em HpVM do grupo EC
ZT02 em comparacdo aos demais grupos (p<0,05) e em relacio a HpVL (p<0,05). No
Experimento II houve maior ocorréncia de exploracdo cautelosa nos grupos EP e NP
(»>0,05) em comparacgdo aos grupos GS (p<0,05) e diferenca significativa na ocorréncia de
congelamento entre os grupos EP e GS (p<0,05), mas nao entre os horérios (p>0,05). A
marcacdo de nicleos Zenk-positivos em HpV foi maior do que em HpD nos animais que
receberam som e choque pareados ou ndo-pareados (p<0,05). Ndo houve diferencas
significativas na marcacdo de Zenk em HpVL e HpVM nos diferentes grupos e nos dois
horérios (p>0,05). Os dois experimentos indicaram a expressdo de diferentes padroes
comportamentais frente ao contexto aversivo condicionado € ao som aversivo
condicionado. As variagcdes na expressdo de Zenk sdo indicativas de ativacdo diferencial de
HpD, HpVM e HpVL durante a evocacdo da memoria do contexto e do som. A existéncia
de variacOes dia — noite na ocorréncia de condicionamento ao contexto € na expressao de
Zenk no hipocampo sugere uma modulacdo do sistema temporizador circadiano sobre esses
processos.

Palavras-Chave: Condicionamento cldssico aversivo; Hipocampo; Proteina Zenk;
Fotoperiodo esqueleto.
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ABSTRACT

ABSTRACT

CANOVA, F. Temporal organization processes of aversive classical conditioning and Zenk
protein expression in pigeons hippocampus (C. livia), 2009.

Part of the knowledge about the mechanisms and neural basis of learning, memory and
amnesia is based on the investigation of neural correlates of the behavior of non human
animals in aversive situations. Moreover, many studies suggest that these behavioral
processes are affected by the circadian timing system. The procedures of classical aversive
conditioning and analysis of the conditioned freezing response are useful for the study of
behavior and the underlying neural mechanisms. Previous studies showed the induction of
Zenk expression in the hippocampus of pigeons after training in classical aversive
conditioning. This study investigated day - night variations in the acquisition and retrieval
of aversive classical conditioning and in the expression of Zenk protein in the hippocampus
of pigeons. The Experiment I evaluated the conditioning to the context in pigeons
attributed to conditioned (COND), control (CC) or naive groups (N). The Experiment I1
investigated the aversive conditioning to the tone in groups of pigeons that received tone-
shock pairing (PS), unpaired tone and shock (NPS) or tone alone (TS). In both experiments
a photoperiod was used with pulses of light (15 min) at 6h (ZT00) and 18h (ZT12) and the
sessions were conducted at ZT02 and ZT14. The results of the Experiment I indicated
between group differences in the occurrence of freezing (p<0.05). A significant decrease in
freezing was observed in the initial block of the test as compared to the final block of the
training session of the COND ZT02 (»<0.05), but not in the COND ZT14 group (p>0.05).
The analysis of the Zenk-positive nuclei in the hippocampus showed a significant increase
in the HpV of the COND ZT02 group compared with the other groups (p<0.05), indicating
a significant time difference when compared to COND ZT14 (p<0.05). Higher density of
Zenk-positive nuclei was found in HpVM of COND ZT02 group compared to HpVL
(p<0.001) and to HpVM of other groups (p<0.05). Experiment II data showed higher
occurrence of exploratory risk assessment in PS and NPS groups (p>0.05) as compared to
TS (P<0.5). The occurrence of freezing in the PS groups was different from TS groups
(»<0,05), but not from NPS groups (p>0.05). No significant time of the day variation of
freezing was detected (p> 0.05). Zenk- positive nuclei densities were higher in HpV than in
HpD in the animals trained with paired or unpaired tone and shock stimulation (p <0.05).
These PS and NPS groups showed no significant differences in the density of labeling of
Zenk-positive nuclei in HpVL as compared to HpVM (p>0.05). Data from both
experiments showed different behavioral patterns during the exposure to the conditioned
aversive context and to the conditioned aversive tone. The variations in Zenk expression
indicate differential activation of the HpD, HpVL and HpVM regions during retrieval of
aversive memory of the context and of the tone. The day-night variation in the conditioned
freezing to the context as well as in Zenk expression in the hippocampus suggests a
modulation of these processes by the circadian timing system.

Keywords: Classical aversive conditioning; Hippocampus; Zenk protein. Skeleton
photoperiod
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1.1. Condicionamento Classico Aversivo

Em uma palestra na Escola de Medicina da Universidade de Madrid, em
1903, intitulada “Psicologia Experimental e Psicopatologia em Animais”, o
fisiologista russo Ivan Petrovich Paviov (1849 — 1936) demonstrou uma das
grandes descobertas cientificas: O Reflexo Condicionado. Foi uma das primeiras
abordagens realmente objetivas e cientificas ao estudo da aprendizagem,
principalmente porque forneceu um modelo que podia ser verificado e explorado
de inumeras maneiras (BOAKES, 2003, LEDOUX, 2000). No decorrer de uma
experiéncia sobre secrecdes digestivas, Pavlov descobriu que além dos reflexos
inatos (reagdes instintivas, independentes da aprendizagem), podem-se
desenvolver nos animais e nos seres humanos reflexos aprendidos: verificou que
0 cdo salivava nao s6 quando via o alimento (reflexo inato), mas também perante
outros sinais a ele associados, como 0s passos do tratador ou o som de uma
campainha (reflexos aprendidos ou condicionados) (LEISING, 2007). Assim,
realizou experimentos com cdes em situagdes controladas de laborat6rio onde,
utilizando a associacao de dois estimulos, 0 som de uma campainha em seguida a
chegada da tigela de alimento, conceituou o processo do reflexo condicionado.
Esse condicionamento refere-se a um tipo de aprendizagem envolvendo relacoes
de controle de estimulo no qual um estimulo sinaliza a apresentacao de outro. No
condicionamento classico aversivo ocorre a associacdo de dois estimulos: um
estimulo aversivo incondicionado (US) que tem propriedades eliciadoras de uma
classe de respostas defensivas que foram biologicamente determinadas — por

exemplo, um choque elétrico — e um outro estimulo que ndo tem relacbes de
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controle com essas respostas — por exemplo, um som. Desta forma, apds a
repeticdo de pareamentos som-choque, o som adquire a capacidade de eliciar as
respostas que, incondicionalmente, eram eliciadas pelo choque elétrico, ou seja,
torna-se um estimulo condicionado (CS) e passa a eliciar respostas
condicionadas. Os estimulos que caracterizam o ambiente onde ocorreram as
associacdes CS - US - os estimulos contextuais — também adquirem propriedades
condicionadas ao choque elétrico. Assim, a apresentacdao apenas do CS - som ou
do CS - contexto induz respostas de congelamento (freezing) ou de potenciacédo
de comportamentos exploratérios, acompanhadas por reacdes neurovegetativas
tais como aumento da pressdo sanguinea, elevacdo da taxa respiratéria,
taquicardia, midriase, alteracbes hormonais, como também alteracbes na
sensibilidade a dor (PILZ & SCHNITZLER, 1996).

Num experimento comumente utilizado para avaliar o condicionamento do
medo contextual, um rato é colocado em um novo ambiente dado pela camara
experimental, onde apés alguns minutos de exploracdo, recebe um choque
elétrico nas patas. Tipicamente, o choque elétrico é breve (0.5-2 s), suave (0.3-1.5
mA), casual (1 a 4 choques) e incontrolavel. O animal mostra uma atividade
locomotora vigorosa durante o choque elétrico, a qual persiste de uma forma
diminuida por um periodo que segue a apresentacdo do choque elétrico. Este
comportamento € substituido gradualmente por uma imobilidade profunda,
caracterizando o congelamento (FANSELOW, 1999). Posteriormente, quando se
apresenta apenas o som ou o contexto, as respostas defensivas condicionadas
serdo eliciadas por esses estimulos. Esta forma de condicionamento ocorre em

praticamente todos os filos, tendo sido demonstrada em moscas, minhocas,
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moluscos, peixes, pombos, coelhos, ratos, gatos, cdes, macacos, e humanos
(LEDOUX, 2000).

A situacdo de aprendizagem de condicionamento classico aversivo
geralmente é avaliada pelo comportamento de congelamento que ocorre durante a
exposicdo ao CS, tanto ao som como ao contexto do condicionamento (KIM &
FANSELOW, 1992; SIQUEIRA, 2004); também € avaliada pela magnitude das
respostas ao som condicionado a um estimulo aversivo (HITCHOCK & DAVIS,
1991; PLAPPERT, et al, 1999). Os estudos sobre o condicionamento classico
aversivo geralmente sdo referidos como condicionamento do medo, baseado no
fato de que o comportamento de congelamento faz parte do repertério de defesa
de roedores e outros animais (FANSELOW, 1999). O medo é identificado ou
definido a partir da ocorréncia de comportamentos observados em situacdes onde
existe um perigo iminente ou mesmo onde exista perigo em potencial. Tais
comportamentos contribuem para a auto-preservagdo do organismo, sendo,
portanto, considerados como respostas defensivas (BLANCHARD &
BLANCHARD, 1988; SHUHAMA, DEL-BEN, LOUREIRO & GRAEFF, 2007;
MAREN, 2008).

O congelamento constitui uma resposta caracteristica, robusta, bem
definida e altamente conservada. Em roedores essa resposta € caracterizada pela
auséncia de movimentos observaveis, incluindo movimentos das vibrissas, exceto
movimentos relacionados a respiracao. O congelamento esta geralmente, mas nao
necessariamente, relacionado com uma postura encolhida de encontro a uma das
paredes da caixa (FANSELOW & BOLLES, 1979; MARCHAND, LUCK &

DISCALA., 2003). Em pombos a resposta de congelamento foi definida como uma
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postura de imobilidade tensa, com o animal geralmente posicionado num dos
cantos da caixa experimental, mantendo o corpo encolhido ou inclinado, com sua
base alargada, com apoio do peito, desnivelamento da asa em relacdo a cauda,
apresentando extensao restrita do pescoc¢o, cabeca direcionada para um ponto
fixo do ambiente, olhos abertos e respiracdo ofegante (BRITO, BRITTO &
FERRARI, 2006; REIS, SCHENKA , MELO & FERRARI, 1999).

A analise dos comportamentos relacionados com o medo condicionado é
um elemento central na maioria dos estudos de condicionamento classico
aversivo, possibilitando, assim, o estudo dos processos de aprendizagem e
memoria aversiva. Muitos estudos indicam que a resposta de congelamento
envolve vias e estruturas e sistemas neurais especificos no sistema nervoso
central e ativacdo de reacbes vegetativas especificas (FENDT e FANSELOW,
1999; BRITO et al., 2006; MAREN, 2001; MAREN, 2008). Inicialmente a amigdala
foi enfatizada como sendo o componente central do circuito neural do medo, ou
seja, uma a&rea de plasticidade muito importante para a formacado e
armazenamento de memoérias de medo (LEDOUX, 1992). Isto é notado quando
ocorre o0 bloqueio farmacoldgico da atividade da amigdala, ou lesédo localizada, e
se observa que nao ocorre o condicionamento de medo (MISERENDINO,
SANANES, MELIA & DAVIS, 1990; RABINAK & MAREN, 2008). Além do mais, foi
evidenciado que em ratos, neur6nios dos nucleos basais da amigdala tém
envolvimento na recuperacao de memdria relacionada com associacdes entre o
som e situagdes aversivas (DAVIS, 1992). Isto € um indicativo da participacao da

amigdala na recuperagdo de memorias relacionadas com o medo ao som.
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Porém, além dos estudos sobre a participagcdo da amigdala em processos
de medo condicionado, muitas investigacbes indicaram o envolvimento do
hipocampo nesses processos de aprendizagem e memoria (PHILLIPS e LEDOUX,
1992).

Estudos recentes mostraram fortes indicios de que o hipocampo
esta envolvido ndo s6é no condicionamento de medo contextual, mas também com
o medo condicionado ao som (BAST et al., 2001, ZHANG et al., 2001). Foi
comprovado que o hipocampo participa na organizagdo e no controle de diversas
respostas motoras e vegetativas envolvidas no condicionamento aversivo, como
por exemplo, a locomogédo, o congelamento e as vocalizagdes ultrassbnicas
(ANTONIADIS & MCDONALD, 2000; BAST et al, 2001). KIM & FANSELOW
(1992) chamaram a atencao para o papel do hipocampo na consolidacdo da
memoria emocional aversiva em ratos num estudo em que usaram o pareamento
som e choque elétrico, e les6es no hipocampo 1, 7, 17 ou 28 dias ap6s o treino.
Os animais com lesdo 1 dia péds-treino tiveram menor intensidade de
congelamento quando reapresentados ao contexto. Quando testados em outro
contexto com reapresentagdo do som, todos 0s grupos apresentaram
congelamento. Esses dados mostraram o papel do hipocampo na formacao de
memorias aversivas e indicaram um processamento diferente para o
armazenamento das informacbes dadas pelo pareamento ao contexto, e pelo som
apresentado num outro ambiente.

Alguns estudos se preocuparam com as variagbes do condicionamento do
medo no periodo circadiano, tal como relatado por CHAUDHURY & COLWELL

(2002), foram programadas contingéncias com condicionamento de atraso e assim
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medidas as respostas de congelamento ao contexto; apenas FERRARI et al.
(1999) avaliaram as alteracdes condicionadas no sobressalto e exploracédo ao CS
(som). VALENTINUZZI, KOLKER, VITATERNA & FERRARI, (2001) estudaram o
condicionamento classico aversivo durante a fase de atividade e repouso de
camundongos submetidos ao fotoperiodo esqueleto. Os animais foram treinados
ao condicionamento do contexto e do som em dois diferentes horarios do dia. Os
animais foram testados a cada 24h por 5 dias para analisar a resposta
condicionada e a taxa de extincdo. Uma diferenca significativa foi observada entre
0s grupos da manha e da noite na expressao e na extincdo do medo condicionado
dependente do contexto, mas ndo foram detectadas diferengas no
condicionamento ao som. A evidéncia da variagdo temporal do condicionamento
aversivo ao contexto, mas nao do condicionamento ao som, sugeriu que o relogio
biol6gico poderia ter um efeito modulatério no medo condicionado ao contexto que

envolveria diferentes vias neurais.

1.2. O Hipocampo de Mamiferos e Aves

O hipocampo de mamiferos localiza-se bilateralmente na regido do lobo
temporal, fazendo parte de um conjunto de estruturas denominado sistema
limbico. E localizado em uma dobra interna da parte infero-medial do lobo
temporal, que forma uma curva em direcdo ao ventriculo lateral (HENDELMAN,
2006). O nome hipocampo € derivado da palavra em latim para Hippocampus
(cavalo marinho), devido ao seu formato curvado apresentado em secgbes

coronais do cérebro humano. O hipocampo de mamiferos é dividido
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anatomicamente em quatro regides CA1, CA2, CA3 e CA4 (do latim, cornu
ammonis ou Corno de Amon (CA)), nome dado em referéncia a representacao da
divindade egipcia Amon, pela semelhanca da estrutura do cérebro com os chifres
de carneiro): a regiao CA1 ocupa a maior extensao da porcao superior; a regiao
CAS se estabelece na maior extensao da porcao inferior, enquanto que a regiao
CA2 é uma pequena zona de transicao entre CA1 e CAS, tanto CA2 quanto CA3
sdo formadas por grandes neurdnios piramidais; a regido CA4 fica na zona de
transicao entre o hipocampo e o giro denteado (BEAR et al., 2002; KANDEL et al.,
2000). O hipocampo interconecta-se a varias estruturas funcionalmente préximas,
consideradas como integrantes da formacdo hipocampal. Em mamiferos a
formacgado hipocampal é constituida pelo hipocampo propriamente dito (Corno de
Amon), o giro denteado, o subiculo e o coértex entorrinal (MACHADO, 2004;
BUTLER & HODOS, 1996). O giro denteado recebe projecdes do cértex entorrinal
e constitui a principal origem de aferéncias ao hipocampo. O subiculo € uma
estreita faixa de tecido cortical situado entre o hipocampo e o cértex entorrinal, no
giro parahipocampal. As informacdes do cortex entorrinal chegam na formacao
hipocampal através da via perforante alcangando primeiramente o giro denteado.
Por sua vez, as células granulares do giro denteado se projetam para CA3 pelas
fibras musgosas. Essas fibras fazem sinapse com as células musgosas de CA4 e
com células piramidais de CA3, que através de suas projecoes, alcancam CA1 por
vias eferentes formando o sistema colateral de Schaffer. A regido CA1 envia
projecbes ipsilateralmente para o subiculo e cértex entorrinal, de onde as
informagdes processadas seguem para outras estacées. Os campos da formacgao

hipocampal estédo ligados por conexdes largamente unidirecionais. Este circuito e
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suas conexdes formam a via tri-sindptica hipocampal em mamiferos (KANDEL et
al., 2000).

Varios estudos evidenciaram que o hipocampo de aves poderia ser
considerado homélogo ao hipocampo de mamiferos, tanto com relagdo a
caracteristicas embriolégicas, aspectos topograficos e neuroquimicos
(DUBBELDAM, 1998; KREBS et al., 1998). O hipocampo tem origem na zona
subventricular da eminéncia ganglionaria embrionaria situada na regido
dorsomedial do telencéfalo (PARNAVELAS, 2000). As rela¢des topograficas entre
0 hipocampo de mamiferos e o de aves se dao pelo fato de que, em ambos, a
regido considerada hipocampo margeia o ventriculo lateral. Além disso,
considerando 0os aspectos neuroquimicos, sao encontrados varios
neurotransmissores tanto no hipocampo de aves quanto em mamiferos como a
serotonina, glutamato e nNOS (JOCA et al. ,2003; SILVA,2007; FLORA FILHO, et
al., 2000; ROSINHA, 2003).

Recentemente, KAHN et al. (2003), investigando a organizacdo das
subdivisdes do hipocampo de pombos com tracadores retrégrados (toxina colérica
subunidade B) e anterégrados (aminadextrana biotinilada), sugeriram a existéncia
de um circuito tri-sinaptico no hipocampo de pombos, comparavel ao existente no
hipocampo de mamiferos. As fibras aferentes provenientes de regides extra-
hipocampais chegam ao hipocampo via regido Dorso-Lateral e regido Dorso-
Medial dorsal. As projecdes das regides Dorso-Medial e Dorso-Medial dorsal
estabelecem sinapses ipsolateralmente, com neur6nios da regido Ventro-Lateral e
Ventro-Medial. A regido Ventro-Medial, que recebe aferéncias da regidao Dorso-

Medial dorsal ipsolateral e da Ventro-Medial contralateral tem projecdes para a
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regido Ventro-Lateral ipsolateral. Por fim, a regido Ventro-Lateral projeta-se para a
regido Dorso-Medial ventral, considerada uma regido de saida hipocampal para
Dorso-Lateral. Ao mesmo tempo, a regido Dorso-Medial dorsal estabelece
conexdes contralaterais com a regido Ventro-Medial, enquanto que a regiao
Ventro-Medial tem projecdes para as regides Ventro-Lateral e Ventro-Medial do

hipocampo contralateral (Figura 1).
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Figura 1: Esquema de conectividade intrahipocampal obtida através da utilizacao de
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tracadores retrogrados e anterogrados no hipocampo de pombos. Em “A” corte sagital
esquematico do cérebro de pombos (Modificado de KARTEN & HODOS,1967); Em “B”
detalhe esquematico de corte sagital do hipocampo de pombos delimitando as regides: DL
= regiao Dorso Lateral, a linha tracejada mostra a divisao da area dorsomedial (DM) em
porcao dorsal (DMd) e ventral (DMv) (Modificado de KAHN et al. 2003) Setas representam as
ligacoes entre subdivisbes. VC = ventral area central; VL = camada ventrolateral; VM =

camada ventromedial. Escala de Barra = 1mm.

Estudos sobre o hipocampo de aves indicam caracteristicas funcionais
comparaveis com o hipocampo de mamiferos. Reis et al. (1999) relataram que as
lesdes hipocampais realizadas 24 horas ap6s o condicionamento classico aversivo
em pombos resultaram em menor porcentagem de ocorréncia de congelamento

durante o teste ao contexto. Como o condicionamento ao som foi mantido apés a
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lesdo, esse estudo replica em pombos os dados obtidos por KIM & FANSELOW
(1992) em ratos e enfatiza o papel do hipocampo na modulagdo da memodria
emocional aversiva em pombos. Mais recentemente, outro estudo (BRITO et al,
2006) verificou que a expressao do produto do gene de expressao imediata (GEI)
zif-268 ocorre no hipocampo de pombos submetidos a aquisicdo do
condicionamento classico aversivo. Além disso, Sperandéo (2005) verificou a
marcagao regionalizada de nucleos ZENK-positivos no hipocampo de pombos

induzida pela evocagdo de memdria contextual aversiva.

1.3. O Sistema Temporizador em Mamiferos e Aves

Desde longa data sabe-se que os processos biolégicos sédo ciclicos ou
ritmicos em sua esséncia, ou seja, ocorrem em intervalos regulares. Os ciclos de
atividade/repouso ou o ciclo vigilia - sono observados em animais, plantas e na
espécie humana, € um exemplo claro de um ciclo recorrente (MARQUES, 1987).

O primeiro estudo que constatou a presenca de um ritmo biolégico foi com
experimentos realizados por Jean Jacques d’Ortous deMairan, onde observou que
um exemplar de Mimosa pudica de seu observatorio abriam suas folhas ao
amanhecer e as fechavam durante a noite, o experimento consistia em deixar este
exemplar de Mimosa em escuriddo total no sétdo de seu laboratorio e pode-se
notar que o ritmo de abrir as folhas de dia e fecha-las a noite permaneceu. Em
outras palavras, os estimulos ambientais ndo causaram alteragdo dos ritmos, fato
que sugeria que algum fator interno da planta era o responsavel por tal

comportamento.
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Os ritmos biol6gicos dos organismos vivos tém periodos distribuidos em
uma grande variedade de intervalos, que vao desde alguns segundos (descargas
elétricas do sistema nervoso) até meses ou anos (ciclos sazonais). Um dos mais
estudados é o ritmo circadiano (apresentam periodos em torno de 24 horas)
(HALBERG, 1987).

A grande maioria dos organismos utiliza variaveis ambientais como o
fotoperiodo, variacées na temperatura, precipitacao pluviométrica e disponibilidade
de alimento para regular processos fisiolégicos, como hibernacao, reproducéo e
termorregulacdo (VIVIEN-ROELS et al, 1988), no entanto, diferente dos
osciladores biolégicos, que tém a capacidade de antecipar as mudancas
ambientais, os fatores externos apenas sao indicadores das variacbes ambientais
(VON SCHANTZ et al., 2000).

Em mamiferos, o principal oscilador biolégico ou marcapasso circadiano
gerador da ritmicidade circadiana é o nudcleo supraquiasmatico (NSQ), que se
localiza no hipotalamo, bilateralmente ao terceiro ventriculo (MOORE et. al. 1983).
Em roedores, o NSQ possui trés divisdes: uma pequena area rostral, uma area
caudal maior, que contém a divisdo dorsomedial e ventrolateral, cujo principal sinal
para o0s ajustes desse marcapasso circadiano € o ciclo claro - escuro
(GOLOMBEK et al., 2004). Outras estruturas neurais envolvidas no controle da
ritmicidade circadiana sao as retinas e a glandula pineal (PITTENDRIGH, 1981).

Nas ultimas décadas foram muito estudados os aspectos fisioldgicos,
histologicos e moleculares dos Nucleos Supraquiasmaticos (NSQ) do hipotalamo
em mamiferos. Porém, poucos estudos estdo concentrados em esclarecer a

localizag&o e o funcionamento dos NSQ em aves (YOSHIMURA et al., 2001).
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INOUYE & KAWAMURA (1979) demonstraram que apds a remocao
cirurgica do NSQ ocorreu uma dessincronizagdo circadiana da atividade
locomotora em ratos. Indicou-se, assim que essa estrutura é essencial para a
manutencdo da sincronizacdo dessa atividade comportamental. Em outros
experimentos observaram-se resultados semelhantes, indicando assim que o NSQ
€ essencial para a manutencdo da ritmicidade (MOORE, 1979; RUSAK &
ZUCKER, 1979).

Em aves, por outro lado, o sistema circadiano é bastante complexo
envolvendo sistemas oscilatérios inter-relacionados e fotorreceptores que recebem
informagdes acerca da luminosidade do ambiente e arrastam (atrasam) estes
osciladores (GWINNER, 1989). Pelo menos quatro estruturas fazem parte de
sistema circadiano de aves: olhos, glandula pineal, nucleos do hipotalamo lateral e
fotorreceptores encefalicos (CASSONE E MENAKER, 1984). A glandula pineal
secreta o hormbnio melatonina durante a noite em todas as espécies estudadas,
in vivo e in vitro, e acredita-se que essa liberacdo hormonal possa estar
influenciando o comportamento circadiano do organismo (BINKLEY, 1981;
TAKAHASHI e MENAKER, 1982; CANTWELL e CASSONE, 2002).

Em aves, o NSQ também desempenha um papel importante na
sincronizagdo do organismo por estimulos féticos, da mesma forma que em
mamiferos (CASSONE, 1988; YOSHIMURA, et al., 2001). Porém, ndo ha um
conhecimento preciso de uma estrutura homologa ao NSQ de mamiferos. Estudos
anatémicos no cérebro de aves descreveram um grupo de células adjacentes a
base do terceiro ventriculo, diretamente acima do quiasma Optico, chamado de

NSQ, devido a sua similaridade com o NSQ de mamiferos (YOSHIMURA, 2001;
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BRANDSTATTER e ABRAHAM, 2003). Os primeiros estudos de lesdo sugeriram
que este grupo de células podia, na verdade, representar a estrutura funcional
equivalente ao NSQ de mamiferos (EBIHARA e KAWAMURA, 1981; SIMPSON et
al., 1981). Entretanto, os limites desse grupo de células em diferentes espécies de
aves e a clara descricdo na extensdo rostro-caudal e das propriedades
citoarquiteténicas ainda nao sdo totalmente conhecidas (BRANDSTATTER &
ABRAHAM, 2003).

Os componentes centrais dos controladores de ritmicidade bioldgica sé&o
definidos como genes dos quais os produtos protéicos sdo essenciais para a
geragdo e regulagdo dos ritmos circadianos no interior das células, s&o
denominados genes reldégio (TAKAHASHI, 2004). Atualmente, se demonstrou a
participacdo de dezenas de genes interagindo por meio algcas de retroalimentacéao,
como componentes centrais da regulacao da ritmicidade circadiana em mamiferos.
Estas alcas envolvem interagdes proteina-proteina e repressao e ativagdo de
transcricao génica. Mutagdes nesses genes ou em seus equivalentes em Drosdéfila
produzem animais com periodo em livre curso anormalmente curtos ou longos.
Estas variacbes no periodo estdo associadas a mudangas no angulo de fase da
sincronizagao pela luz (ALBRECHT & EICHELE, 2003).

Experimentos com diferentes espécies sugerem que o reldgio circadiano
tem uma funcdo na organizacdo dos processos de aprendizagem e memoria,
embora ainda existam questbes importantes sobre as caracteristicas dessa
modulagéo. Além disso, os estudos com aves, tal como aqueles com mamiferos,
podem contribuir como modelos animais interessantes para a analise comparativa

da organizacdao temporal desses processos e dos mecanismos neurais
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subjacentes. A isso tudo, também se adiciona outro fato relativo aos resultados de
estudos prévios que indicaram prejuizo na aprendizagem de habituacdo e de
sensibilizacao das respostas a estimulos acusticos em fung¢do do horério do teste
(VALENTINUZZI e FERRARI, 1997; SIQUEIRA et al., 2004; SOUZA, 1999).

O aumento da imunorreatividade a proteina Zenk no NSQ, regidao que
recebe aferéncias da retina, foi observada em hamsters e camundongos expostos
a pulsos luminosos no inicio e no final da noite subjetiva. Os camundongos
apresentaram uma regionalizacdo na expressao da imunorreatividade de Zenk e
uma variagao ritmica diferente da observada em hamsters (DONG et al., 2002).

A marcagcdo da expressao de Genes de Expressdo Imediata através da
imunorreatividade permite evidenciar a ativacao neuronal polissinaptica, a acao
integrada de diferentes areas cerebrais e a atividade de neurbnios ativados
polissinapticamente subjacentes a organizacdo de processos comportamentais
complexos, tal como o condicionamento Pavloviano do medo (HALL, et al., 2001).
Assim, os dados sobre a expressao ritmica circadiana de GEls tal como o gene
zenk (DONG et al., 2002) indicam que seria interessante analisar as relagées entre

a variacgao ritmica de GEls e processos de aprendizagem e memoria.

1.4. Proteina Zenk

Os primeiros genes que sofrem regulacdo de expressao apds estimulacao
celular sdo aqueles que nao requerem sintese de novo de novas proteinas, cuja

inducdo ocorre em poucos minutos e é de natureza transitéria, sdo denominados
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genes de expressao imediata (GEls). No sistema nervoso, a expressao de GEls
pode ser induzida por uma variedade de estimulos, incluindo fatores de
crescimento, neurotransmissores, peptideos, despolarizacdo, convulsdes,
isquemia, lesdes cerebrais e estimulacado sensorial (HERRERA, et al., 1996). Além
disso, os GEls tem uma funcao importante em mecanismos neuroplasticos criticos
para a consolidacao de memorias (CORREIA-PINTO, 2007).

Os GEls poderiam constituir uma resposta gendmica precocemente
requerida para o disparo dos mecanismos subjacentes as modificacdes
persistentes das células (MORGAN et al.,,1987). Isso explicaria a sua ativacao
rapida e transitoria, e sua resisténcia aos inibidores de sintese protéica. Os GEls
neuronais codificam fatores de transcricdo, proteinas citoesqueléticas, fatores de
crescimento, enzimas metabdlicas, e proteinas envolvidas em sinais de traducao
(LANAHAN & WORLEY, 1998; RIBEIRO, 2003; MELLO, 2004).

Entre os GEls melhores caracterizados estdao C-FOS, C-jun, Krox-20 e Zif
268, este ultimo, também é conhecido como Krox - 24, EGR-1, TIS-8, NGFI-A ou
zenk, ambiglidade devida ao fato de que esse gene foi descoberto
independentemente em laboratorios distintos. O termo ZENK (um acrénimo dos
quatro primeiros nomes: Zif-268; EGR-1; NGFI-A e Krox-24) é usado para aves,
em paralelo com os outros nomes (KNAPSKA & KACZMAREK, 2004; MELLO,
2004). Uma vez traduzidas no citoplasma, estas proteinas podem translocar-se
para o nucleo e regular a transcri¢cdo de genes alvo.

O GEI zenk, que codifica a proteina Zenk, (comumente é usado zenk com
todas as letras minusculas para o gene e Zenk com a primeira ou todas as letras

mailsculas para a proteina codificada) tem alta expressao cerebral, e foi um dos
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GEls inicialmente clonados e encontrados no cérebro (COLE et al., 1989;
WORLEY CHRISTY, NAKABEPPU, BHAT, COLE & BARABAN, 1991), sendo uma
ferramenta importante utilizada para mapeamento da atividade funcional do
cérebro. Localizado no /ocus 5923-q31 do cromossomo humano, ainda nao tem os
seus genes alvos identificados, embora ja se conheca a seqiéncia especifica de
DNA: 5 - GC[ G/ T JGGGC - 3’ (CHRISTY e NATHANS, 1989). Este gene codifica
2 exons, dos quais no éxon localizado na diregdo 3’ do DNA, existem trés sitios de
ligagéo para a proteina e assim formar o zink finger (dedo de zinco). Os zink finger
sdo dominios protéicos que tém a propriedade de se ligarem ao DNA. E composto
por duas folhas-beta antiparalelas e uma alfa-hélice. O ion de zinco é fundamental
para garantir a estabilidade deste tipo de dominio. Na auséncia do ion, o dominio
desdobra-se e torna-se demasiado pequeno para possuir um nucleo hidrofébico

(Figura 2).
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NH2

Figura 2: Esquema representativo da estrutura secundaria do zink finger; em vermelho é
representada a alfa hélice, em verde as duas folhas beta, as estruturas em azul representam
as Histidinas, em amarelo sado representados as Cisteinas e o circulo central em cinza
representa a molécula de zinco, COOH representa a carboxila terminal e NH2 representa a

amina terminal.

Os fatores de transcricao codificados por GEls como o zenk atuam como
uma classe de terceiros mensageiros que, induzidos precocemente pela atividade
neural, atuam no nivel de transcricdo génica (HERDEGEN & LEAH, 1998;
LANAHAN & WORLEY, 1998; WISDEN, ERRINGTON, WILLIAMS, DUNNETT,
WATERS, HITCHCOCK EVAN, BLISS, HUNT, 1990; WORLEY et al., 1991). Uma
funcdo biologica importante dos GEls em neurfnios seria a sustentacao ou
estabilizacdo da plasticidade neuronal e a formacdao de memérias de longo prazo.
CLAYTON, (2000) postulou uma hipotese para o papel dos Genes de Expressao
Imediata na consolidagcdo de memdéria e na integracdo de multiplos estimulos

aplicados em neurénios individuais dentro do circuito.
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Estudos recentes utilizando procedimentos que resultavam em deficiéncia
do gene zenk em roedores confirmaram um papel fundamental para este gene em
tarefas de memdria dependentes do hipocampo (JONES, ERRINGTON, FRENCH,
FINE, BLISS, GAREL, CHARNEY, BOZON, LAROCHE & DAVIS, 2001) e na
tarefa de reconsolidacdo de memoérias (LEE, EVERITT & THOMAS, 2004).

O mecanismo de ativacado do gene zenk inicia-se com um estimulo que atua
nas sinapses, sendo transmitido via neurbnio pré-singptico; este resulta em
liberacdo de neurotransmissor e ativacdo de receptores pds-sinapticos que
controlam o influxo de calcio e ativam vias de sinalizacao intracelular. A elevacao
dos niveis intracelulares de Ca™ e de segundos mensageiros, tais como, AMPc,
GMPc, causa a ativacdo da proteina denominada MEK (Quinase Regulada por
Sinal Extracelular Ativada por Mitdgeno; molécula de 393 aminoécidos com 43.5
kD), que participa de varios processos celulares incluindo proliferagdo celular,
diferenciacdo e apoptose. Essa ativacdo de MEK resulta na ativacao de outra
proteina, denominada ERK (quinase regulada por sinal extracelular) que ativada
se transloca para o nucleo celular. Essas enzimas catalisam a fosforilagdo de
fatores de transcricdo, tais como o gene zenk, que se ligam com alta afinidade a
seqUéncias especificas de DNA, na regido promotora da transcricédo, ativando a
RNA polimerase Il, o que leva a tradugéo de proteinas como a proteina Zenk. Esta
proteina, por também ser um fator de transcricao, tem a capacidade de ligar-se em
sitios especificos no DNA e assim iniciar os processos de transcricdo e traducao

para outras proteinas (Figura 3).
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Pré-sinaptico

1
2 ﬁ Pos-sinadpticol

Proteinas
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Figura 3: Esquema ilustrativo do mecanismo de ativacao do gene zenk. A ativacdao do
neurdnio pré-sinaptico, resultante do processamento de estimulo, induz a liberacdao de
neurotransmissor que interage com receptores da membrana pdés-sinaptica (1), causando
uma alteracdao na concentracao de Calcio [Ca++] (2), o que por sua vez ativa a proteina
denominada MEK (Quinase Regulada por Sinal Extracelular Ativada por Mitégeno) (3). Isso
resulta na ativacdao de outra proteina, denominada ERK (Quinase regulada por sinal
extracelular) (4) que, entao, se transloca para o nucleo celular (5), causando a transcricao do
RNAm que resultara na traducao da proteina ZENK (6). Por sua vez, ZENK atua como fator
de transcricao, translocando-se para o nucleo, onde se ligara a sitios especificos do DNA (7)
resultando assim na transcricido em RNAm que sera traduzido em inumeras proteinas (8).

As proteinas codificadas pelo gene de expressdao imediata zenk tém a
capacidade de regulacao de genes distintos, tendo sido demonstrado o seu papel
ativador da expressao das sinapsinas, as proteinas constituintes mais abundantes
nas sinapses (THIEL, 1995). Estudos em camundongos knockout para o gene da
sinapsina sugerem que as vesiculas sinapticas podem ser desestabilizadas na

auséncia dessa proteina (THIEL, 1995). Além disso, demonstrou-se que 0 gene
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zenk é necessario para a formacao de novas memdrias (RIBEIRO, 2003; LEE et
al, 2004). Zenk foi considerado também um fator para regular a expressdo da
sinaptobrevina Il proteina presente na membrana das vesiculas sinapticas, que é
conhecida também como VAMP (PETERSOHN & THIEL, 1996).

No encéfalo, Zenk tem uma expressdao basal mantida por atividade
sinaptica, neurohormonal ou neurotrofica (WORLEY et al., 1991; HERDEGEN E
LEAH, 1998; BECKMANN & WILCE, 1997). Os niveis basais elevados da proteina
Zenk foram observados no cértex visual de varias espécies de mamiferos e no
cortex somatossensorial de ratos (KACZMAREK & CHAUDHURI, 1997).

A primeira demonstragédo do aumento do nivel da proteina Zenk resultou do
estudo comportamental utilizando esquiva inibitéria feito por Nikolaev, Kamisnka,
Tischmeyer, Matthies & Kaczmarek (1992). O experimento usou uma caixa
experimental onde havia uma plataforma e uma grade de metal, de forma que os
animais (Rattus sp) eram colocados sobre a plataforma e, quando colocavam as
quatro patas nas grades, recebiam um som seguido de um choque elétrico.
Observou-se um aumento da expressdo de Zenk no hipocampo dos animais
treinados nessa situagdo. Outra forma de se avaliar a expressdo de Zenk no
cérebro é com a utilizagdo do condicionamento classico, onde é possivel verificar
ndo apenas a expressao de Zenk no hipocampo de pombos, mas também que

esta expressao é regionalizada (SPERANDEO, 2005; BRITO et al, 2006).

O presente estudo considera a investigacdo de quais Sa0 0S processos
comportamentais e neurais que estdo envolvidos na expressdao do medo

condicionado e na sua modulacdo circadiana. Alguns trabalhos destacam um
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papel funcional importante do hipocampo na aquisicdo da resposta condicionada
em situacées de condicionamento de medo (BAST et al, 2001). O
condicionamento ao contexto esta relacionado a estruturas cerebrais que nao
estdo necessariamente envolvidas no condicionamento entre um estimulo discreto
inbcuo e um estimulo aversivo, por exemplo, o condicionamento som-choque.
Assim, novos experimentos que envolvam manipulagdes de contingéncias entre

estimulos poderiam auxiliar no esclarecimento dessas questdes.

O condicionamento Pavloviano do medo é um processo comportamental
complexo que envolve a ativacdo neuronal polissindptica, com acao integrada de
diferentes 4reas cerebrais e a atividade de neurbnios ativados
polissinapticamente. A atividade da circuitaria neural subjacente ao medo
condicionado pode ser evidenciada pela marcacdo da expressao de GEls por

meio da imunorreatividade as proteinas controladas por eles.
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OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

O objetivo do presente estudo foi investigar, considerando um horario

matutino e um vespertino, as variacées temporais na aquisicdo e na evocac¢ao do

condicionamento classico aversivo e na ativacdo da proteina Zenk no hipocampo

de pombos condicionados.

2.2. Objetivos Especificos

Para atingir os objetivos especificos, foram realizados dois experimentos:

No Experimento | pretendeu-se analisar:

a variacao comportamental e expressao da memaria aversiva ao contexto
do condicionamento choque-contexto em dois horarios do dia (08h00min
e 20h00min).

a expressao de diferentes categorias comportamentais - Congelamento;
Movimentos Isolados; Parado; Exploracdo; Exploracdao Cautelosa;
Locomocao; Movimentos Pré-Exploratorios e Manutencdo — nas sessoes
de treino e de teste de condicionamento contexto-choque.

a variacdo da expressdo da proteina Zenk em diferentes areas do
hipocampo de pombos (Hipocampo Dorsal, Hipocampo Ventral,
Hipocampo Ventro-Medial e Hipocampo Ventro-Lateral), apds o teste de
evocagdo da memoria contextual aversiva em pombos submetidos ao
condicionamento ao contexto, nos dois horarios do dia (08h00min e

20h00min).
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No Experimento Il pretendeu-se analisar:

a variagdo comportamental e expressdo da memoria aversiva ao som
condicionado em dois horarios do dia (08h00min e 20h00min).

a expressao de diferentes categorias comportamentais - Congelamento
(freezing); Movimentos Isolados; Parado; Exploracdo; Exploragéao
Cautelosa; Locomocao; Movimentos Pré-Exploratérios; Manutencdo e
Exploragdo cautelosa- nas sessdes de condicionamento som-choque e
teste ao som.

a variacdo da expressdo da proteina Zenk em diferentes areas do
hipocampo de pombos (Hipocampo Dorsal, Hipocampo Ventral,
Hipocampo Ventro-Medial e Hipocampo Ventro-Lateral), apds o teste de
evocagdo da memdria aversiva ao som em pombos submetidos ao
condicionamento de pareamento som-choque, nos dois horarios do dia

(08h00mMin e 20h00min).
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3.1.1. Sujeitos

Foram utilizados neste experimento 54 pombos adultos, derivacdo nao
controlada da espécie Columba livia, adquiridos de um mesmo fornecedor. Apés a
chegada ao biotério de aves, os animais foram mantidos em quarentena,
recebendo banho e tratamento anti-parasitas internos e externos. Durante esse
periodo, os animais sofreram manipulagcbes de carater dessensibilizatério,
profilatico (administracdo de anti-helminticos) e terapéutico (extincdo de
escabiose). Em seguida, alojados em gaiolas individuais, com agua e comida ad
libitum (mistura de quirera de milho, semente de girassol, racdo especial para
aves, areia e farinha de ostra). Os pombos foram identificados numericamente e
catalogados. O peso do animal foi acompanhado durante seis dias antes do
experimento. Ventilagdo higiénica periddica foi promovida por exaustores e o
controle de temperatura foi feito pelo uso de condicionadores de ar (22 °C). Nestas
condi¢des foram mantidos sob um ciclo claro-escuro de 12:12 h (luz se acendendo
as 6:00h). A Figura 4 mostra o esquema dos grupos de animais € o planejamento
experimental utilizado neste experimento.

Todos os procedimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica na
Experimentagdo Animal (CEEA) — IB — UNICAMP em 27 de fevereiro de 2007,
Protocolo n21195-1, por estar de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdao Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao

Animal (COBEA).
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54
Pombos
Columba livia

FOTOPERIODO
ESQUELETO
CONDICIONAMENTO AO
CONTEXTO
GRUPO MANHA GRUPO NOITE
TREINO E TESTE TREINO E TESTE
[ | | |
EC cC CM CM cC EC
ZT02 ZT02 ZT02 ZT14 ZT14 ZT14
| | | |
ANALISE ANALISE
COMPORTAMENTAL COMPORTAMENTAL
PERFUSAO

|
IMUNOISTOQUIMICA

|
CONTAGEM DE NUCLEOS ZENK-POSITIVOS

Figura 4: Organograma representativo do planejamento experimental referente ao
Experimento l. 54 pombos machos adultos, sob fotoperiodo esqueleto, foram submetidos ao
condicionados ao contexto, divididos em 2 horarios ZT02 e ZT14 e subdivididos em EC =

grupo Experimental; CC = grupo Controle e CM = grupo Manipulacao.
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3.1.2. Equipamentos

Inicialmente eram implantados eletrodos de aco inoxidavel (0,5 mm; 0.020”)
cronicamente nos 0ssos pubicos dos animais sob anestesia leve com éter etilico;
eram entao ligados a um colete de tecido (Figura 5) que continha um plugue de
tomada elétrica (fémea), a qual seria conectada no plugue de tomada elétrica

(macho) da caixa experimental.

ww oo}

160 mm

Figura 5: (A): Colete de tecido (1) contendo um plugue de tomada elétrica (fémea) (2) para
conexao na caixa experimental, as pontas livres dos fios elétricos ligados no plugue (3)
eram conectados nos eletrodos implantados nos animais, em 4 é mostrado a abertura para

as asas. (B): Animal com colete e eletrodo implantados.

3.1.3. Fotoperiodo Esqueleto

Com a utilizagdo do ciclo claro-escuro que normalmente s&do submetidos os
animais, pode ocorrer interferéncias nos resultados de variagdo circadiana. O
mesmo problema pode ocorrer se os animais forem submetidos a iluminacao
constante (Claro constante ou escuro constante), os animais poderiam entrar em

livre-curso, o0 que causaria a dessincronizagdo do grupo analisado,
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impossibilitando a comparacao entre os grupos. Tendo feitas estas consideracoes,
os pombos foram submetidos a um esquema de iluminagcdo em fotoperiodo
esqueleto no sentido de controlar efeitos de 0o mascaramento que ocorrem em
iluminacdo com ciclo claro-escuro ou iluminacdo constante (ASCHOFF, 1987;
PITTENDRIGH, 1965).

Depois de um periodo minimo de 15 dias sob ciclo claro-escuro e dois dias
antes do treino, o ciclo de iluminacdo era gradualmente mudado para uma
condicao de fotoperiodo esqueleto (Figura 6). A fase de escuro era substituida por
12 horas de luz ténue (<5 lux) vermelha, condicdo que continuou por dois ciclos.
Imediatamente apds dois dias, comecou um fotoperiodo esqueleto, dado por dois
pulsos de luz intensa branca de 15 minutos de duracéo, separados por 11 horas e
45 min. de luz ténue vermelha (i.e., 0.15 branca: 11.45 vermelha; 0.15 branca:
11.45 vermelha), condicdo que continuou pelo resto do experimento. Este tipo de
esquema de iluminagédo representa um modelo de arrastamento discreto ou néo-
paramétrico, onde um pulso de luz de poucos minutos, apresentado
aproximadamente a cada 12 horas, € suficiente para o arrastamento dos ritmos
enddgenos (PITTENDRIGH, 1965). Como acontece em todo ciclo ambiental
periddico capaz de sincronizar ritmos enddgenos, o fotoperiodo esqueleto é
considerado um Zzeitgeber (doador de tempo; ASCHOFF, 1960). Se a
sincronizacdo ao fotoperiodo esqueleto € adequada, o inicio da atividade do
animal deve acontecer perto do ZT12 (zeitgeber time 12). O Zeitgeber 00 é

representado pelo inicio do primeiro pulso de luz branca.
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Hora do Dia
6:00 18:00 6:00
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[ ]
[ [ 1]
[ I [ tuzEranca
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= 5§ |
ZT00 ZT 02 ZT12 ZT 14

Figura 6: Fotoperiodo esqueleto: Introducao gradual: Caracterizado por iluminacao ténue
continua (Luz Vermelha), 01 pulso de luz branca matutino (ZT 00) e 01 pulso de luz branca
vespertino (ZT 12). ZT 02 e ZT 14 indicam o inicio do treino ou do teste dos grupos

experimentais.

3.1.4. Caixas Experimentais para Habituacao e Condicionamento

As sessbes de habituagéo tanto no Experimento | quanto no Experimento Il
foram realizadas numa camara de observacdo (50 x 50 x 50 cm.), com paredes
brancas e porta lateral, o lado frontal foi construido com um espelho de viséo
unidirecional emoldurado por madeira. A iluminacdo era feita com lampadas
fluorescentes brancas de 9 W, localizadas nas paredes laterais (Figura 7A).

As sessbes experimentais de condicionamento tanto ao contexto quanto ao
som foram realizadas numa camara de observacdao (30 x 40 x 40 cm.), com
paredes revestidas por chapas galvanizadas e a porta frontal construida com um
espelho de visdo unidirecional emoldurado por madeira. A iluminacdo era feita
com lampadas vermelhas de 15 W, localizadas nas paredes laterais (Figura 7B).
Os choques eram aplicados através dos eletrodos a partir de uma fonte

(FORINGER, USA), controlados por marcadores de tempo eletromecanicos.
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Todas as sessbes foram gravadas digitalmente com o auxilio do software
(WinVDR pro versdo 3.7.0). Os materiais e reagentes usados na perfusdo e
Imunoistoquimica serdo relacionados oportunamente durante a descricdo dos

procedimentos especificos.

A B

hoqu

ww 00s
ww oot

300 mm

500 mm

Figura 7: Situacao experimental: Em “A”, caixa de habituacdo (medidas 50X50X50) onde os
animais eram colocados por 4 dias durante 40 min. (1) Auto falante onde eram emitidos os
estimulos sonoros no teste ao som. Em “B”, caixa experimental de condicionamento
(medidas 30X40X40) onde os animais eram colocados e entdo eram apresentados os
estimulos referentes a cada grupo experimental, (1) botdao de acionamento do choque
elétrico, 100mA , 35 ms e (2) auto falante onde eram emitidos os estimulos sonoros.

Os animais foram aleatoriamente atribuidos a grupos cujos testes foram
realizados no inicio da manha (Grupo Matutino ZT02) e a grupos cujos testes
foram realizados no inicio da noite (Grupo Vespertino ZT14).

1. Grupo Experimental Condicionamento Contextual — (EC) ZT 02 n =10e ZT

14 n = 10: Os animais receberam 03 choques-elétricos durante a permanéncia por
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20 minutos na camara experimental (contexto); (pareamento contexto-choque) e
24h depois foram testados por meio da reexposi¢ao ao contexto.

2. Grupo Controle-Contexto (CC) ZT 02 n = 10 e ZT 14 n = 10: Os animais
foram expostos ao contexto durante duas sessdes de 20 min., sem apresentacao
de estimulos.

3. Grupo Controle-Manipulacao (CM) ZT 02 n =7 e ZT 14 n = 7: Os animais
foram submetidos ao transporte até o laboratério, pesagem e retorno ao biotério

durante 6 dias.

3.1.5. Procedimentos Experimentais

3.1.5.1. Adaptacao as Condicoes de Biotério

ApGs chegarem ao biotério, os pombos passaram por um tratamento profilatico
de uma semana. A partir dai, foram colocados em gaiolas individuais por um

periodo minimo de quinze dias antes do experimento.

3.1.5.2. Habituacao ao Contexto do Laboratério

Antes da sessado de condicionamento, os pombos foram submetidos a um
procedimento de habituacdo a uma camara experimental diferente daquela
utilizada para o treino. Foram realizadas sessdes diarias de 40 minutos, em um
contexto diferente ao dia do treino, durante quatro dias no mesmo horario previsto
para os testes comportamentais. Nesses dias, os animais do grupo CM foram
apenas retirados da gaiola-viveiro e pesados diariamente. Esse procedimento visa

controlar a interferéncia de comportamentos relacionados com a novidade da
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manipulacao pelo experimentador durante o treino e teste.

3.1.5.3. Treino em Condicionamento Contextual

No quinto dia, uma sessdo experimental com trés apresentagdes de choque
(10mA, 35 ms). Os estimulos foram apresentados durante a sessdao de 20 min.,
respectivamente aos 5, 10 e 15 min. Os animais controles tiveram uma sesséo
com exposicao a camara experimental e nenhuma apresentacao de estimulo. Os
comportamentos dos pombos foram filmados para posterior transcricdo. Os
animais do grupo CM eram retirados da gaiola-viveiro, transportados até o

laboratério, pesados e retornados ao biotério.

3.1.5.4. Teste ao Contexto de Condicionamento

Os animais EC foram retirados da gaiola-viveiro e colocados diretamente no
contexto onde ocorreram as apresentacoes do choque. Essa sessao tinha 20 min.
de duracado e era realizada 24h apds o condicionamento. O comportamento do
pombo foi filmado para posterior transcricdo. Os animais do grupo CM eram
retirados de suas gaiolas-viveiro, transportados até o laboratério, pesados e

retornados ao biotério.
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3.1.5.5. Perfusao

Os animais foram perfundidos 01h20min apds o inicio da sessao de teste ao
contexto ou ao som. No final desse periodo os animais eram transportados ao
laboratério onde eram entdo anestesiados com cetamina 20 mg/Kg e Xilasina, 10
mg/Kg, e submetidos a perfusao transcardiaca com solucao salina (NaCl 0,9%)
para a remocao do sangue presente no cérebro, e posteriormente com solugao
tamponada de paraformaldeido a 4%, para fixacdo do tecido nervoso. Finalizado
esse procedimento, o encéfalo dos animais era retirado e mantido de 4-6 horas na
solucdo de paraformaldeido para pés-fixacdo. Em seguida os encéfalos eram
transferidos para uma solucao crio - protetora de sacarose a 30% e mantidos em
uma temperatura média de 4°C por um periodo de 48 horas. Apds este periodo de
crioprotecao, os cérebros foram congelados e armazenados em freezer -80°C para
posterior processamento imunohistoquimico para andlise de células Zenk-

positivas.

3.1.5.6. Imunoistoquimica para Marcacao de Células Zenk-positivas

Os cortes de tecido encefalico com 30um de espessura obtidos por
micrétomo deslizante por congelamento (LEITZ 1208), apds perfusao e
congelamento do encéfalo dos animais, foram lavados em PB 0,1 M por trés
vezes, cada lavagem com 10 minutos de duracdo. Logo apéds, os cortes eram
incubados com anticorpo primario policlonal (Egr-1 (c-19): Sc-189; Santa Cruz
Biotechnology) em solucao de triton X-100 0,3% em PB 0,1 M (TXPB) contendo

2% de soro de cabra, onde permaneceram durante 18 horas, apo6s este periodo,
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eram submetidos a trés lavagens de 10 minutos em PB 0,1M e incubados com
anticorpo  secundario anti cabra biotinilado (Jackson ImmunoResearch
Laboratories, Inc.) em TXPB, durante 120 minutos, em rotor, a temperatura
ambiente. Novamente passaram por trés lavagens de 10 minutos em PB 0,1 M e,
a seguir, incubados no complexo ABC (avidina-biotina-peroxidase) em TXPB
contendo cloreto de sdédio, durante 120 minutos, em rotor, a temperatura
ambiente. Nova série de trés lavagens de 10 minutos em PB 0,1 M antecedeu a
colocagcédo em solucao de diaminobenzidina (DAB) em PB 0,1 M durante 15 a 20
minutos, onde eram acrescentados 0,2 ml de H>O» 0,03%, os cortes ficavam nesta
solucdo de 2 a 6 minutos. Novamente, eram realizadas trés lavagens em PB 0,1 M
por 10 minutos cada uma e os cortes eram entdo montados em laminas para
microscopia silanizadas e gelatinizadas, os cortes eram entdo desidratados em
série crescente de alcoois e clareador (Hemo-De) e, finalmente as laminas eram
cobertas com a laminula.

A andlise dos nucleos Zenk-positivos foi feita através de microscopia de
campo claro, e na contagem dos nucleos dos neurdnios marcados nas areas
definidas do hipocampo (HpD, HpV; HpVL; HpVM), que foi realizada em 6 cortes
de hipocampo de cada animal, utilizou-se o programa Imaged (NIH-USA). O HpD
tem limite inferior, tragado a partir de uma linha virtual que une a borda do
ventriculo lateral e a linha medial do hipocampo, e limite superior, tracado a partir
de uma linha virtual que une a borda da curvatura do ventriculo lateral a superficie
dorsal do telencéfalo. O teto da regido ventral corresponde a linha-limite inferior do
HpD, que dividida ao meio, da origem a uma linha mediana que termina no centro

do angulo da regido em V. Essa linha bissetriz divide o hipocampo ventral em
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regido medial, com limite na linha mediana do hipocampo e a regiao lateral, que
margeia o ventriculo lateral (BRITO et al, 2006; SPERANDEO, 2006). A
contagem das células marcadas seguiu o critério de delimitacao virtual das regides
dorsal e ventral. Em cada regido as células Zenk-positivas foram aferidas por
contagem unitaria. Foram computadas células com marcacado nuclear nitida com
coloracao de tonalidade amendoada até o marrom escuro (Figura 8). A contagem
foi discutida e revista por observadores-controle (duplo cego), para fins de controle
de validade dos dados. A area de cada regiao demarcada foi avaliada, utilizando o
programa SigmaScan Pro Image Analysis Versao 5.0.0 (SPSS INC.). Alguns dos
resultados foram expressos em densidade por milimetro quadrado (mm?), que
foram obtidos considerando o numero total de nacleos marcados multiplicados por
10° e divididos pelo valor da area delimitada para contagem dos ncleos (HpD,
HpVL, HpVM ou HpVL) em pm? sendo obtida assim, a densidade de nucleos
marcados Zenk-positivos por mm? (BRITO, 2000).

A férmula correspondente segue abaixo:

D=(n.10%/A

Onde:

“D” corresponde ao numero de nucleos marcados por mm?;

“n” corresponde ao numero total de nucleos marcados em determinada regido;

“A” corresponde a area delimitada para a contagem de nicleos em um?.
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Figura 8: Imagem digitalizada de uma regiao do hipocampo de pombos onde é demonstrada
marcacao de células Zenk-positivas utilizada na contagem. Barra de escala = 50 um. Setas
pretas indicam alguns tipos de marcacdao considerados para contagem; setas brancas
ilustram elementos nao considerados para contagem.

3.1.5.7. Analise Comportamental

As gravacbOes das sessOes experimentais de todos os grupos foram
transcritas com a utilizacdo do software Etholog 2.2.5 (OTTONI, 1999), com
registros comportamentais durante toda mudanga de comportamento e também foi
registrada a cada 30 segundos. A descricdo dos comportamentos analisados
neste trabalho foi baseada na descricdo contida no catadlogo de comportamentos
de pombos (REIS et al., 1999). Para o registro de cada comportamento observado,

foram considerados os parametros abaixo:
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Movimentos isolados: nesta categoria foram incluidos todos os comportamentos
que resultam em mudancas de localizacao espacial e/ou extensao de partes do
corpo do animal;

Comportamentos pré-expoloratorios: constituem reacdes que foram geralmente
observadas antecedendo o explorar;

Exploracao: movimentos relacionados a orientacdo para a investigacao de partes
ou do ambiente como um todo;

Locomocao: deslocamento no espaco, usando como referencial um ponto
qualquer que nao ele mesmo;

Manutencao: comportamentos relacionados com ajustes corporais e vegetativos
(bocejar, deglutir, piscar) e de auto-estimulacdo como cocar a cabeca e limpar;
Parado (imobilidade relaxada): Auséncia de movimentos observaveis do corpo
ou parte deste: o animal interrompe o0 movimento em curso ou fica sem se mover,
em pé, geralmente no centro da camara experimental e sem apoio peitoral, com o
pescoc¢o encolhido ou em pequena extensao;

Congelamento comportamental — (congelamento/imobilidade tensa- freezing-
FRZ): Auséncia de movimentos observaveis do corpo ou parte deste; o animal fica
imoével, agachado ou encolhido com alargamento da distancia entre os pés,
geralmente em um canto da camara experimental, com o corpo inclinado para
frente e apoio peitoral no assoalho ou na parede; respiracao ofegante; olhos
totalmente abertos; asas e cauda apresentam desalinhamento; o pescoco
apresenta extensao restrita e a cabeca fica imovel e direcionada para um Unico

ponto no ambiente.
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As gravagbes do treino e teste ao contexto dos animais foram transcritas
por meio do programa Etholog (OTTONI, 2000), o qual permite analisar freqiéncia

e duracao de cada categoria analisada.

3.1.5.6. Analise Estatistica

Os dados comportamentais de duracao total, duracdo média e ocorréncia
média foram submetidos a analise de variancia ANOVA tendo como fatores grupo
(EC ZT02 e EC ZT14; CC ZT02 e CC ZT14) e sessao (treino e teste). O teste
Tukey-Kramer foi utilizado para multiplas comparacgdes post hoc.

Os registros comportamentais em blocos de 30 seg. foram analisados com
o teste ANOVA, considerando grupo e sessdao como fatores e blocos como
medidas repetidas. O teste Tukey-Kramer foi utilizado para multiplas comparacgdes
post hoc.

Nas comparagdes estatisticas entre o responder final na sessédo de treino e
o responder inicial na sessdo de teste usou-se ANOVA de duas vias, com
ocorréncia de congelamento como variavel dependente. Os fatores foram: grupo
agrupado com horario (Condicionado ZT02; Condicionado ZT14) e bloco (bloco
final do treino e bloco inicial do teste). O teste Tukey-Kramer foi utilizado para
multiplas comparacées post hoc.

Nas comparacdes estatisticas entre a marcacdo de células Zenk-positivas
usou-se ANOVA de duas vias tendo como fatores grupo agrupado com horario e
areas do hipocampo. O teste Tukey-Kramer foi utilizado para multiplas

comparagoes post hoc.
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3.2.1. Anadlise dos Comportamentos durante o treino de
condicionamento e no teste ao contexto realizado nos horarios ZT02 e

ZT14.

A Figura 9 mostra as distribuicbes de ocorréncia percentual entre as
diferentes categorias comportamentais — congelamento, locomocéo, exploracao,
parado, manutencéo, pré-exploratério e movimentos isolados - nos grupos EC e
CC, nos horarios ZT02 e ZT14. Ocorrem relagcbes inversas entre a maior
ocorréncia de congelamento para os animais dos grupos EC e de exploragao para
os animais dos grupos CC, nos dois horarios analisados. A analise com ANOVA
indicou diferencas significativas entre os grupos para congelamento (F 332 =
114,47; p<0,0001), exploracdo (F 33> = 83,65; p<0,0001), parado (F 33> = 17,65;
p<0,001), manutencao (F 33> = 3,63; p<0,05) e pré-exploratério (F 332 = 5,30;
p<0,05). Houve diferenca significativa entre sessées apenas para a categoria
movimentos isolados (F 132 = 9,89; p<0,001), porém foram encontradas diferencas
entre sessdes com valores marginalmente significantes para as categorias de
congelamento (F 132 = 3,68; p=0,06), exploracao (F 132 = 3,48; p=0,07) e pré-
exploratério (F 132 = 3,37; p=0,07). As andlises com multiplas comparacoes
realizadas com o teste Tukey-Kramer indicaram que a ocorréncia de
congelamento e de exploracédo diferiu significativamente entre os grupos EC ZT02
e EC ZT14 (p<0,05). Foram observadas diferencas significativas de horario na

ocorréncia de pré-exploratério (p<0,05) entre os grupos EC ZT02 e EC ZT14 na
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sessdo de treino e na ocorréncia de exploragdo nas sessées dos grupos CC ZT02

e CC ZT14 (p<0,05).
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Figura 9: Porcentagem das categorias comportamentais durante as sessdes de treino e
teste do condicionamento ao contexto, para os animais dos Grupos Condicionados (EC)
ZT02 e ZT14 e Grupos Controles (CC) ZT02 e ZT14. Categorias comportamentais: FRZ =
Congelamento, LOC = Locomocao, EXP = Explorar, PAR = Parado, MAN = Manutencéao, PRE
= Pré-Exploratérios e MOV = Movimentos Isolados. *** Diferenga significativa em
comparaciao aos grupos EC ZT02 e EC ZT14 (p<0,0001); # diferenca significativa em
comparacao ao grupo CC ZT14 (p<0,05); + diferenca significativa em comparacao ao grupo
EC ZT14, sessoes de treino e de teste (p<0,05); § diferenca significativa em comparacao ao
grupo EC ZT14 e CC ZT14, sessao de treino (p<0,05).
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A Figura 10 mostra dados referentes a duracéo total (escala logaritmica)
das diferentes categorias comportamentais — congelamento, locomocao,
exploracdo, parado, manutengdo, pré-exploratdério e movimentos isolados - nos
grupos EC e CC, nos horéarios ZT02 e ZT14. Os grupos EC apresentaram maior
duracao de congelamento tanto no treino quanto no teste em comparagcéo com os
grupos CC, nos dois horarios. A relacdo inversa € observada para os
comportamentos de exploragdo, com maior duracdo para os animais dos grupos
CC ZT02 e CC ZT14. A analise estatistica com ANOVA indicou diferenga
significativa entre os grupos na duragao dos comportamentos de congelamento (F
332 = 28,16 p< 0,0001), locomocao (F 332 = 4,89 p< 0,01), exploracdo (F 332 =
18,66 p< 0,0001), manutengéo (F 332 = 6,32 p< 0,01) e pré-exploratorio (F 332 =
7,61 p< 0,001); para o comportamento parado encontrou-se valor de diferenca
entre grupos marginalmente significante (F 332 = 2,58 p= 0,07). Diferencas
significativas na duracdo dos comportamentos entre as sessdes foram observadas
para locomog¢ao (F 132 = 11,53 p< 0,01), manutencédo (F 132 = 5,98 p< 0,01) e
movimentos isolados (F 132 = 13,94 p< 0,001), sendo que o comportamento de
exploragdo mostrou diferenca com valor marginalmente significante (F 132 = 3,94
p= 0,056). Interagdes significativas entre grupo e sessao foram observadas para
locomocéo (F 33 = 5,62 p< 0,01) e manutencgao (F 33 = 4,76 p< 0,01). As mdltiplas
comparacgdes post hoc com o teste Tukey-Kramer indicaram diferencas de horario
na duracao de locomocao e pré-exploratério entre os grupos EC ZT02 e EC ZT14
(p<0,05) e diferencas entre sessdes de treino e teste para os grupos EC ZT02 e
EC ZT14 (p<0,05). A duracdo do comportamento congelamento dos grupos EC

ZT02 e EC ZT14 foi diferente dos grupos CC ZT02 e CC ZT14 (p<0,05). Nenhuma
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diferenca significativa na duragdo do comportamento parado foi observada em

relacdo aos grupos, horarios ou sessdes (p>0,05).
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Figura 10: Duracao total do grupo em escala Logaritmica das categorias comportamentais
durante a sessado de treino e teste do condicionamento ao contexto para os animais dos
Grupos Condicionado (EC) ZT02 e ZT14 e Grupos Controle (CC) ZT02 e ZT14. Categorias
comportamentais: FRZ = Congelamento, LOC = Locomocao, EXP = Explorar, PAR = Parado,
MAN = Manuteng¢ao, PRE = Pré-Exploratdrios e MOV = Movimentos Isolados. *** diferenca
significativa em comparacao aos grupos EC ZT02 e EC ZT14 (p<0,001); ** diferenca
significativa em comparacao ao grupo EC ZT14 (p<0,01); + diferenca significativa em
comparacao aos demais grupos (p<0,05); # diferenca significativa em comparacao ao EC
ZT02 e EC ZT14 (p<0,01); § diferenca significativa em comparacao ao EC ZT14, CC ZT02 e
CC ZT14; diferenca significativa em comparacao ao teste do EC ZT02, e ao treino e teste
dos grupos CC ZT02 e CC ZT14.
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Para analisar a distribuicdo dos diferentes comportamentos ao longo das
sessoes de treino e de teste, foram obtidos registros de comportamento a cada 30
seg., por amostragem de tempo, os quais foram agrupados em blocos de 5
intervalos. Os resultados sdo apresentados em curvas de cada categoria
comportamental em funcao de 8 blocos de registros, respectivamente nas sessoes
de treino e teste realizados durante a manha (ZT02) e a noite subjetivas (ZT14).
Os animais dos Grupos EC ZT02 e ZT14 no treino, ap6s a apresentacdo do
primeiro choque-elétrico tiveram um aumento de congelamento, aumento esse que
se manteve ao longo da sessdo. No teste, a re-exposicdo ao contexto do treino
resultou em alta ocorréncia de congelamento em ambos os grupos EC ZT02 e
ZT14. Observa-se, contudo, que o grupo ZT14 também apresenta ocorréncia de
comportamentos exploratérios. Nos grupos CC é evidenciada a ocorréncia de
exploragcdo ao longo das duas sessbes matutinas e vespertinas. A analise
estatistica com ANOVA para congelamento indicou diferenca significativa entre os
grupos (F 328 = 24,17; p<0,0001), entre sesséo (F 128 = 2,04; p<0,5) e entre os
blocos (F 728 = 18,68; p< 0,0001). Houve interacdo significativa entre grupos x
blocos (F 321 = 5,50; p< 0,0001), sessédo X blocos (F 17 = 16,58; p< 0,0001) e,
ainda, grupos x sessdo x blocos (F 3196 = 4,93; p< 0,0001). Andlises de
comparagcées multiplas com o teste Tukey-Kramer indicaram diferencas
significativas entre os dois primeiros blocos e os demais, tanto para o grupo EC
ZT02 como para o ZT14 (p<0,05). Nao houve diferenca significativa entre os 2
primeiros blocos na sessao de treino (p>0,05), porém o bloco inicial do treino
diferiu significativamente do bloco inicial do teste (p<0,05) (Figura 11). A analise

estatistica para a categoria de exploracao indicou diferenca significativa entre os
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grupos (F 328 = 15,49; p<0,0001), e entre os blocos (F 728 = 6,48; p< 0,0001).
Houve interacao significativa entre grupos x blocos (F 321 = 1,77; p< 0,01), sessao
X blocos (F 17 = 2,17; p< 0,01) e, ainda, grupos x sessao x blocos (F 3196 = 2,14;
p< 0,01). Analises de compara¢des multiplas com o teste Tukey-Kramer indicaram
diferencas significativas entre os grupos CC ZT02 e ZT14 e os grupos EC ZT02 e

ZT14 (p<0,05) (Figura 11).
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Figura 11: Ocorréncia das categorias comportamentais em resposta ao contexto a cada 150
segundos, para o Grupo Condicionado (EC) ZT02 e ZT14 e Grupo Controle (CC) ZT02 e ZT14.
Cada ponto representa a ocorréncia de cada comportamento em cinco blocos de registros,
mais EPM. FRZ = Congelamento, LOC = Locomoc¢ao, EXP = Explorar, PAR = Parado, MAN =
Manutencéo, PRE = Pré-Exploratérios e MOV = Movimentos Isolados.
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A Figura 12 permite a comparacéao direta da ocorréncia de congelamento no
ultimo bloco (150 s) da sesséo de treino e o primeiro bloco da sessao de teste,
para os grupos EC nos horarios ZT02 e ZT14. A andlise estatistica com ANOVA
para compara¢do do bloco final e inicial em cada um dos horarios indicou
diferenca significativa entre o bloco inicial do teste e o bloco final do treino para o

grupo EC ZT02 (F 1,16 = 9,76; p< 0,01), mas ndo para o EC ZT 14 (F 116 = 3,33; p>

0,05).
CONGELAMENTO

5 - -
8 4 * I
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O 1
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EC ZT02 EC ZT14
[ Bloco Final do Treino (1 Bloco Inicial do Teste

Figura 12: Comparacao do numero médio de registros de congelamento verificado no bloco
final da sessao de treino (150 segundos) e o bloco inicial da sessao de teste (150 segundos),
para os Grupos Condicionados (EC) ZT02 e ZT14. * diferenca significativa em comparacao
ao treino (p< 0,05).
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3.2.2. Analise da distribuicao dos nucleos Zenk-positivos

As Figuras 13 e 14 apresentam imagens digitalizadas de seccdes frontais,
unilaterais, das regiées anteriores do hipocampo (A 7.00 e A 8.00) dos animais
dos grupos EC ZT02 e ZT14, CC ZT02 e ZT14 e Manipulacdo (CM) ZT02 e ZT14.
Esses cortes hipocampais foram submetidos a Imunoistoquimica para a marcacao
de células Zenk-positivas, onde se tém marcagdo com caracteristica marcacao
nuclear. Nestas imagens é possivel visualizar as regides hipocampais; Hipocampo
Dorsal - HpD (Figura 13); hipocampo Ventro-Medial — HpVM e Hipocampo Ventro-
Lateral — HpVL (Figura 14). Observa-se que a distribuicdo da marcacéao varia entre

0S grupos, ilustrando as diferencas quantitativas que serao descritas a seguir.
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Hipocampo Dorsal
(HpD)
D
L M
\Y

Figura 13: No esquema, representacao de uma seccao coronal do encéfalo de pombos da
regiao do hipocampo dividido em Hipocampo Dorsal e Ventral (HpD e HpV). V = Ventriculo.
Barra de escala = 1mm. As Fotomicrografias sao de sec¢oes frontais, de uma regido do HpD,
mostrando o padrao de marcagao de nucleos ZENK-positivos para os Grupos Experimental
Condicionado (EC ZT02 e ZT14), Grupos Controle (CC 2702 e ZT14) e Grupos
Manipulagao (CM ZT02 e ZT14). Ampliagcao 400 X. Barra de escala = 50 pm.
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Hipocampo Ventral
(HpV)

D

Figura 14: No esquema, Representacao de uma sec¢ao coronal do encéfalo de pombos da
regiao do hipocampo de pombos dividido em Hipocampo Dorsal e Ventral (HpD e HpV). V =
Ventriculo. Barra de escala = 1mm. As Fotomicrografias sdo de sec¢des frontais, de uma
regiao do HpV, mostrando o padrao de marcacao de nucleos ZENK-positivos para os
Grupos Experimental Condicionado (EC ZT02 e ZT14), Grupos Controle (CC ZT02 e ZT14)
e Grupos Manipulacao (CM ZT02 e ZT14). Ampliagcao 400 X. Barra de escala = 50 pm.
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A Figura 15 mostra a comparacdo da densidade/mm? de nucleos Zenk-
positivos encontrados no hipocampo total de pombos (HpD + HpV), dos grupos EC
ZT02 e ZT14, CC ZT02 e ZT14 e CM ZT02 e ZT14, avaliados apds o teste do
condicionamento ao contexto. Observa-se uma maior marcagdo de nucleos Zenk-
positivos no hipocampo dos animais dos Grupos EC nos horarios ZT02. A andlise
estatistica com ANOVA indicou diferencga significativa entre grupos (Fs24) = 23,92;
p < 0,0001). O teste Tukey - Kramer indicou diferenca significativa entre EC ZT02
com os demais grupos (p<0,05), demonstrando diferenca de horario com EC

ZT14.

—  kJ
[ [ e |
[ I e |

160 A

=
=
*

120 4
100 4
80 4
60 4
40 A
20 4

Densidade de Nucleos 7 enk-positivos por mm2

=

ECZT0Z ECZIT14 CCZIT02 CCZT14 CMZTOZ CMZT14

Figura 15: Densidade Média de nucleos marcados Zenk-positivos no hipocampo total (HpD +
HpV) de pombos submetidos ao condicionamento ao contexto; EC = Grupo Experimental;
CC = Grupo Controle e CM = Grupo Manipulacao. * = diferenca significativa em comparacao
aos demais grupos (p< 0,05)

A Figura 16 mostra a comparagdao da densidade média de nucleos Zenk-
positivos encontrados no hipocampo de pombos dos diferentes grupos, avaliados

apos o teste do condicionamento ao contexto. Em (A): valores de densidade
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média para HpD e HpV para cada um dos grupos; (B): valores de densidade
média para subdivisées do hipocampo ventral - HpVL e HpVM para cada um dos
grupos. A analise com ANOVA indicou que a densidade de marcagdo de nucleos
Zenk- positivos em HpD e HpV teve diferenca significativa entre grupos (F 524=
23,92; p<0,0001), entre as areas (F 124=10,48; p< 0,05), e uma interacdo
significante entre grupo x area (F s5= 4,89; p<0,05). O teste Tukey-Kramer indicou
que a marcacao Zenk-positiva em HpV do grupo EC ZT02 foi significativamente
diferente de HpD para o mesmo grupo (p<0,05), além de ser diferente de HpD e
HpV dos demais grupos - CC ZT02, ZT14, CM ZT02, ZT14 e EC ZT14, indicando
uma diferenca de horario (p< 0,05) (Figura 16 A).

A analise com ANOVA indicou que a densidade de marcacao de nucleos
Zenk- positivos em HpVL e HpVM teve diferenga significativa entre grupos (F 524=
18,20; p<0,001) e uma interacdo significante entre grupo x area (F ss5= 2,66;
p<0,05). O teste Tukey-Kramer indicou que a marcacao Zenk-positiva em HpVM
do grupo EC ZTO02 foi significativamente diferente dos demais grupos - CC ZT02,
ZT14, CM ZT02, ZT14 e EC ZT14, indicando uma diferenca de horario (p< 0,05)
ndo houve diferenca significativa entre o HpVM e o HpVL do grupo EC ZT02

(p>0,05) (Figura 16 B),
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Figura 16: Comparacao da densidade média de nucleos Zenk-positivos no hipocampo de
pombos, avaliado apds o teste do condicionamento ao contexto. Em (A): as duas divisoes
do hipocampo (HpD - Hipocampo Dorsal, HpV - Hipocampo Ventral) e (B): entre as
subdivisdes do Hipocampo Ventral (HpVM - Hipocampo Ventro Medial e HpVL — Hipocampo
Ventro Lateral) de animais dos grupos condicionado (EC)ZT 02 e ZT14, controle (CC) ZT02 e
ZT14 e Manipulacao (CM) ZT02 e ZT14. *** diferenca significativa em comparacao aos demais
grupos (p<0,0001); # diferenca em relacdo HpD e HpV dos grupos CM ZT02 e CM ZT14( p<
0,05); ** diferenca significativa em comparacdo aos demais grupos (p< 0,05). Barra de

escala = Tmm.
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O presente estudo permitiu analisar as relacoes existentes entre os padroes
de comportamento resultantes do condicionamento ao contexto, cujo treino e teste
foram realizados em 2 diferentes horarios (ZT02 e ZT14). Estes horéarios foram
escolhidos com base em trabalhos anteriores de VALENTINUZZI (2001) e
SIQUEIRA (2006). Os dados indicaram que o condicionamento contextual ocorreu
tanto nas sessdes matutinas quanto nas noturnas. Contudo, a ocorréncia de
congelamento no inicio da sessdao de teste do grupo EC ZT02 foi
significativamente menor em relagéo ao final do treino, diferentemente do que foi
observado para o grupo EC ZT14. Esses dados sao sugestivos de diferencas na
expressao comportamental ao contexto aversivo condicionado, nos testes

matutinos e vespertinos.

O condicionamento classico aversivo prové uma associacdo entre um
estimulo condicionado, como um som, e um estimulo incondicionado, como um
choque elétrico. A partir do pareamento desses estimulos, o primeiro adquire
capacidade de eliciar respostas incondicionadas. No condicionamento ao
contexto, o ambiente pode ser associado com um choque elétrico, passando a
eliciar respostas aversivas (REIS, et al., 1997).

Os resultados deste estudo indicam que os animais dos grupos expostos a
um contexto aversivo no treino, tiveram aumento da duracdo de congelamento no
teste em comparagao aos grupos controles. Na sessédo de teste ao contexto, os
animais foram re-expostos ao ambiente do treino, ou seja, retornaram ao ambiente
onde receberam o choque elétrico e, portanto este poderia ter propriedades

aversivas condicionadas. O teste avaliou a recuperacdo e evocacao das
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informagdes aversivas quando os animais foram re-expostos ao contexto 24 horas
apés o treino. E interessante salientar que em todos 0s grupos, ocorreu
variabilidade de comportamentos, que nos grupos condicionados, por exemplo,
causam a fragmentagcdo do comportamento de congelamento, ocasionando a
diminuicdo do tempo médio da duracdo de congelamento. Entre os
comportamentos exibidos destacam-se a exploragdo, com caracteristicas de
exploragao lenta e cautelosa, e de movimentos isolados.

Foi possivel constatar que os animais dos grupos ZT02 e ZT14 submetidos
a sessao de treino para o condicionamento ao contexto tiveram aumento da
ocorréncia de congelamento ap6és a apresentacdo do primeiro choque elétrico;
aumento que se manteve durante toda a sessado de treino. Quando os animais
foram analisados no teste ao contexto, nota-se que o comportamento de
congelamento ocorreu desde o inicio e se manteve ao longo de toda a sesséo,
caracterizando o condicionamento classico ao contexto e evidenciando que a
associacdao do choque ao contexto resultou em alteracbes comportamentais nos
animais expostos a um ambiente aversivo. Esse padrdo de comportamento
caracterizado durante a re-exposicdo ao contexto de condicionamento seria
indicativo da memoria contextual aversiva. Portanto, o contexto adquiriu
propriedades aversivas condicionadas e foi capaz de eliciar as respostas de medo
condicionado nos animais analisados. Os dados aqui expostos estdo em acordo
com aqueles apresentados por Brito, Britto & Ferrari (2006) e Sperandéo (2005)
que notaram aumento de congelamento de pombos expostos ao treino em

condicionamento classico aversivo.
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Como foi dito os animais dos grupos condicionados ZT02 e ZT14, no treino
apresentaram um predominio no comportamento de congelamento apés a
apresentacao do primeiro choque elétrico (5 minutos). Pombos reagem ao choque
com respostas incondicionadas, tais como, um sobressalto robusto, pular, correr,
voar e vocalizar. Caracteristicamente apds tais respostas incondicionadas o animal
apresenta a exploracdo, que pode preceder a respostas de imobilidade tensa,
caracterizando o congelamento (BRITO et al, 2006). A ocorréncia de
comportamentos exploratérios ou de congelamento pode ser considerada uma
expressao comportamental de medo condicionado a um contexto potencialmente
perigoso.

Deve-se considerar que todos os animais, incluindo os humanos, reagem
com estratégias comportamentais e emocionais especificas a diferentes tipos de
situagcdes aversivas ou estressantes. Estas podem envolver enfrentamento, luta ou
fuga, que caracterizam possibilidade de controle ativo da situacao, se as situacoes
envolverem estimulos controlaveis por meio de fuga ou esquiva. Por outro lado,
em situacdes de incontrolabilidade, onde nao ha possibilidade de respostas de
fuga ou esquiva, existe uma elevada probabilidade de ocorréncia de inibigdo
comportamental como, por exemplo, a imobilidade, diminuicdo de respostas ao
ambiente e quietude (KEAY E BANDLER , 2002). Como as situacdes de estresse
e de estimulagdo aversiva podem envolver eventos nociceptivos e percepgao de
dor, existem analises que relacionam a percepcao de diferentes classes de
estimulos aversivos e de diferentes estimulos dolorosos. Como afirmam KEAY E
BANDLER (2002) a dor cutdnea desencadeia reagcbes emocionais ativas

relacionadas com luta e fuga, enquanto que a dor profunda desencadeia uma
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reacdo de quietude e diminuicdo de vigilancia, caracteristicas de inibicdo
comportamental. Na condi¢cdo usada no presente estudo, em que os choques
envolviam nocicepcdo e eram apresentados independentemente do
comportamento, ou seja, o estimulo aversivo incondicionado era incontrolavel,
essas caracteristicas do procedimento favoreceriam a ocorréncia de congelamento
na sessao de treino onde as duas condicées estavam associadas. Isso justifica a
ocorréncia de elevado nivel de congelamento observado no udltimo bloco de
registro comportamental dessa sessdo. Como no teste apenas os estimulos
condicionados do contexto estavam presentes o nivel de congelamento no
primeiro bloco mostrou valores meédios em torno de 70% e de 60%,
respectivamente para o grupo condicionado ZT02 e ZT14, evidenciando a
aversividade do contexto de treino. Além disso, a analise feita comparando-se o
bloco final do treino com o bloco inicial do teste mostra que apenas o ECZT02
mostrou uma queda mantém a ocorréncia de congelamento elevada no inicio do
teste, e que nos grupos controles, observa-se aumento da exploracao,
demonstrando que o0s animais sdo capazes de recuperar as memorias do

contexto, seja aversivo ou nao.

Os animais dos grupos controle ZT02 e ZT14 apresentaram uma maior
ocorréncia no comportamento exploratério, tanto no treino quanto no teste,
demonstrando que a mera exposicdo do animal ao contexto ndo resulta em
aumento gradual das respostas de defesa ou de fuga. Quando se comparou a
ocorréncia de exploracdo no ultimo bloco do treino e no primeiro bloco do teste

nos grupos controles, foi observado significativo aumento de exploragcao no inicio
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do teste. Este dado € interessante por evidenciar a recuperagdo da resposta
exploratéria que passara por habituagdo na primeira sessdo e, assim, concorda
com os dados da literatura sobre habituacdo (VALENTINUZZI, 1997;

VALENTINUZZI et al., 1999; SOUZA, 1999).

Apesar da diferenca encontrada nos comportamentos entre os grupos
condicionados e controles, ndo se observa diferenca significativa entre os grupos
condicionados em funcao do horario das sessdes. Estes dados discordam dos
resultados obtidos por SIQUEIRA (2006), que analisando o condicionamento
classico som-choque em pombos, encontrou variacdo na ocorréncia das
categorias comportamentais e na magnitude da resposta ao som em diferentes
horarios do dia. VALENTINUZZI (1999) analisando respostas locomotoras de ratos
mantidos sob fotoperiodo-esqueleto, e testados em diferentes horarios do dia, fase
clara (08:00, 12:00 e 16:00) e fase escura (20:00, 24:00 e 04:00) em campo
aberto, observou que o0s animais tiveram variagdo nos comportamentos
dependendo do horario do teste. VALENTINUZZI et al., (2001), estudando o
condicionamento classico aversivo durante a fase de atividade e de repouso de
camundongos submetidos ao fotoperiodo esqueleto, em dois diferentes horarios
do dia, com teste em 5 dias sucessivos, observaram uma diferenga significativa
entre os grupos da manha e da noite subjetiva na expressao e extingdo do medo
condicionado ao contexto.

Em relacdo a marcacao Imunoistoquimica, os dados do presente estudo
indicaram que animais que receberam choques-elétricos no contexto mostraram

aumento na expressao de Zenk nas diferentes areas do hipocampo, HpD e HpV.
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Esta variacao indica a participacao do hipocampo no condicionamento ao contexto
aversivo. Além disso, a variacao na densidade de marcacado observada entre os
grupos EC, CC e CM, e em relacdo ao horario do treino/teste demonstra mais
ativagdo hipocampal em animais treinados e testados em ZT02. E interessante
lembrar que a ocorréncia de congelamento no inicio do teste dos animais EC ZT02
foi superior & dos EC ZT14, indicando melhor evocacao de memdria contextual
aversiva no horario ZT02. A formagao hipocampal é conhecida como sendo uma
regido crucial para o processamento de varios tipos de memaorias em mamiferos
(TELER & DISCENNA, 1985; MAREN et al., 1997; ANTONIADIS & MCDONALD,
2000; WATANABE, 2001) e, do mesmo modo, o hipocampo de aves esta
relacionado diretamente com varios tipos de meméria e de aprendizagem
(BINGMAN et al., 1989; COLOMBO et al., 1997), como aprendizagem espacial € 0
condicionamento classico aversivo (REIS et al., 1999).

Uma vez que o aumento da expressdao de Zenk nas diferentes regides
hipocampais significa maior atividade neural nesta regi&do, uma variacdo dessa
atividade seria representada por maior ou menor marcagdo Imunoistoquimica de
nacleos neuronais. Neste estudo, onde animais treinados com choques elétricos
mostraram aumento de marcac¢do Imunoistoquimica para a proteina Zenk no
hipocampo, considera-se que houve maior transmissdo de atividade neural
induzida pela experiéncia de re-exposi¢cao ao contexto na area HpV nos animais
treinados e testados em ZT02 que receberam choques elétricos e evidenciaram
condicionamento. Isso relaciona-se com a ativagdo de circuitos hipocampais
envolvidos na memoéria aversiva. A area HpV mostra maior densidade de nucleos

Zenk-positivos, e este fato indica a importancia funcional de HpV para a evocacao
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da memodria contextual aversiva. Estudos com injecdo de marcadores retrégrados
e anterogrados no hipocampo de pombos, demonstraram a conectividade do HpV
com as demais areas hipocampais, sendo um dos componentes do circuito tri-
sinaptico (KAHN, et al., 2003).

A média de nucleos Zenk-positivos no hipocampo de pombos apés o teste
ao contexto, para a avaliagdo do valor aversivo condicionado que o contexto
adquiriu pelo condicionamento choque-contexto, foi primeiramente comparada
entre as regides HpD e HpV dos animais. Foi observada diferenca significativa na
marcagao de nucleos Zenk-positivos no HpV em relacdo ao HpD dos animais que
receberam choque-elétricos em ZT02.

Posteriormente, as comparacdes foram feitas considerando as subdivisdes
do HpV, respectivamente a regido HpVL e HpVM. A regiao HpV corresponde a
regido que abrange as camadas celulares em forma de V (KREBS et al., 1991,
ROSINHA, et al., 2009) e é essencialmente a regido definida como hipocampo por
KARTEN E HODOS (1967). Na regidao HpVM, foi observado uma diferenca
significativa na marcacdo de nucleos Zenk-positivos em comparagdo com HpVL.
O teste ao contexto demonstrou que animais do grupo EC ZT02 tiveram aumento
de marcacdo de células Zenk-positivos em relacdo aos demais grupos. Este
resultado comprova a relagcdo entre o aumento de células Zenk-positivas
marcadas no hipocampo com o condicionamento aversivo ao contexto, uma vez
que os animais que receberam choques-elétricos tiveram aumento de marcacao
de células Zenk-positivas no hipocampo em relacao aos demais grupos.

A regidao HpVM, como ja foi dito, recebe projecdes da regido HpD e envia

projecdes para as regidoes HpVL ipsilateral e com HpVM contralateral, o que faz
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desta area uma regido intermediaria entre as aferéncias e eferéncias hipocampais
(HOUGH, PANG & BINGMAN, 2002).

Os resultados deste experimento sobre a marcacao da proteina Zenk no
hipocampo de pombos servem como evidéncias da ativacdo de circuitos
hipocampais que processam as informacdes via HpD (aferéncias hipocampais)
com os circuitos de integracdo via conexfes com a regido HpV, mais

precisamente HpVM.
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4.1. MATERIAL E METODOS

66




MATERIAL E METODOS

4.1.1. Sujeitos

Foram utilizados 54 pombos, os quais foram aleatoriamente atribuidos a
grupos cujos testes foram realizados no inicio da manha (Grupo Matutino ZT02) e
a grupos cujos testes foram realizados no inicio da noite (Grupo Vespertino ZT14).
Os cuidados e a manutencao dos animais no biotério ocorreram conforme descrito
no Experimento |I. Todos os procedimentos foram aprovados pela Comissao de
Etica na Experimentagdo Animal (CEEA) — IB — UNICAMP em 27 de fevereiro de
2007, Protocolo n°1195-1, por estar de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (COBEA). Os animais foram atribuidos aleatoriamente aos seguintes
grupos:

1. Grupo Experimental Condicionamento Som - Choque (EP) ZT02 n = 9 e
ZT14 n = 9: expostos a 3 associacdes de estimulos sonoros e choque elétrico.

2. Grupo Experimental Som - Choque Nao Pareado (NP) ZT 02n=9e ZT 14 n
= 9: expostos a 3 estimulos sonoros e a 3 choques elétricos (10mA, 35 ms) — sem
que ocorresse 0 pareamento Som-choque.

3. Grupo Controle Som (GS) ZT02 n = 9 e ZT14 n =9: expostos a 3 estimulos
sonoros de 10 segundos de duracao cada durante uma sessao de 20 min.

A Figura 17 mostra esquema do planejamento experimental utilizado neste

experimento.

67




MATERIAL E METODOS

54
Pombos
Columba livia

FOTOPERIODO
ESQUELETO

CONDICIONAMENTO AO

SOM
GRUPO MANHA GRUPO NOITE
TREINO E TESTE TREINO E TESTE
[ |
EP NP GS EP NP GS
ZT02 ZT02 ZT02 ZT14 ZT14 ZT14
| | | | |
ANALISE
COMPORTAMENTAL
PERFUSAO

IMUNOISTOQUIMICA

CONTAGEM DE NUCLEOS ZENK-POSITIVOS

Figura 17: Organograma representativo do planejamento experimental

referente ao

Experimento Il. 54 pombos machos adultos, sobre fotoperiodo esqueleto, foram submetidos

ao condicionados ao contexto, divididos em 2 horarios ZT02 e ZT14 e subdivididos em EP =

Grupo som-choque Pareado; NP = Grupo som-choque Nao pareado e GS = Grupo Som.

4.1.2. Equipamentos

Os equipamentos utilizados neste experimento sdo 0os mesmos descritos

para o Experimento | (Pagina 33)
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4.1.3. Procedimentos Experimentais

4.1.3.1. Adaptacao as Condicoes de Biotério

ApGs chegarem ao biotério, os pombos passaram por um tratamento profilatico
de uma semana. A partir dai, foram colocados em gaiolas individuais por um

periodo minimo de quinze dias antes do experimento.

4.1.3.2. Habituacao ao Contexto do Laboratério

Antes da sessao de condicionamento, tal como no Experimento | os pombos
foram submetidos a um procedimento de habituacdo a uma camara experimental
diferente daquela utilizada para o treino. Foram realizadas sessdes diarias de 40
minutos, em um contexto diferente ao dia do treino, durante quatro dias no mesmo
horario previsto para os testes comportamentais. Esse procedimento visa controlar
a interferéncia de comportamentos relacionados com a novidade do ambiente

experimental durante o treino e durante o teste ao som.

4.1.3.3. Treino em Condicionamento Som — Choque

No quinto dia, uma sessdo na camara experimental, os animais foram
expostos a 3 estimulos sonoros de 10 segundos de duragédo cada (1000Hz, 83dB)
seguidos por um choque elétrico (10mA, 35 ms) apresentado 5 segundos apéds o
término do som (condicionamento de traco). Os estimulos foram apresentados
durante a sessdo de 20 min, respectivamente aos 4 min e 45 segundos; 9 min e
45 s. e 14 min e 45 s. (SOM) e 5, 10 e 15 min (choque elétrico) para animais do
grupo EP. Os animais GS tiveram uma sessdo com exposicdo a camara

experimental e apresentacao de som respectivamente aos 4 min e 45 segundos.;
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9 min e 45 seg e 14 min e 45 seg . Os animais NP tiveram uma sessdo com
exposicdo a camara experimental e os estimulos foram apresentados,
respectivamente, aos 4, 13 e 14 min (SOM) e 3, 6 e 11 min (Choque elétrico). Os

comportamentos dos pombos foram filmados para posterior transcri¢ao.

4.1.3.4. Teste ao Condicionamento do Som

Os animais dos grupos EP, NP e GS foram retirados das gaiolas-viveiro e
colocados diretamente na cAmara onde ocorreu a habituacao prévia. Essa sessao
tinha 20 min. de duracéo e foi realizada 24h apds o condicionamento. Consistiu na
apresentacao de sons (10 s de duracao ) aos 4, 13 e 14 min. O comportamento foi

filmado para posterior transcri¢ao.

4.1.3.5. Analise Comportamental

Para a andlise comportamental, procedeu-se como descrito no Experimento
|. As gravacbes das sessdes experimentais de todos os grupos foram transcritas
com a utilizagdo do software Etholog 2.2.5 (OTTONI, 1999), com registros
comportamentais a cada 30 segundos e também foi registrada toda mudancga de
comportamento. A descricdo dos comportamentos analisados neste trabalho foi
baseada na descricao contida no catédlogo de comportamentos de pombos, assim
como descrito no Experimento | (Reis et al., 1999).

Neste experimento foi também analisada uma outra categoria comportamental
Exploracao Cautelosa caracterizada por: animal agachado ou encolhido com
alargamento da distancia entre os pés, geralmente em um canto da camara

experimental, com o corpo inclinado para frente e apoio peitoral na parede; asas e
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cauda apresentam desalinhamento e orientacdo; ocorrem episédios de
movimentos do pescoco e cabeca alternando extensdo seguida por encolhimento
do pescoco e retorno a condi¢ao anterior. Durante a extensao do pescoco ocorre

semi-rotacao ou oscilagdo da cabeca.

4.1.3.6. Analise Estatistica

Os dados comportamentais de duracao total, duracdo média e ocorréncia
meédia foram submetidos a analise de variancia ANOVA tendo como fatores grupo
(EPZT02 e EPZT14; GS ZT02 e GS ZT14, NP ZT02 e NP ZT14) e sesséo (treino e
teste). O teste Tukey-Kramer foi utilizado para multiplas comparagdes post hoc.

Os registros comportamentais agrupados em 05 blocos de 30 seg, durante
as sessbes de treino e de teste, foram analisados com o teste ANOVA,
considerando grupo e sessao como fatores e blocos como medidas repetidas. O
teste Tukey-Kramer foi utilizado para multiplas comparacgdes post hoc.

Nas comparacdes estatisticas entre a marcacdo de células Zenk-positivas
usou-se ANOVA de duas vias tendo como fatores grupo agrupado com horario e
areas do hipocampo. O teste Tukey-Kramer foi utilizado para multiplas

comparagoes post hoc.
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4.21. Anadlise dos Comportamentos durante o treino de
condicionamento e no teste ao som realizado nos horarios ZT02 e
ZT14.

A Figura 18 mostra as distribuicbes de ocorréncia percentual entre as
diferentes categorias comportamentais nos grupos Som-Choque Pareados (EP),
Som-Choque nao Pareados (NP) e Som (GS) nos dois horarios analisados (ZT02,
ZT14). Durante o treino, observam-se diferencas no padrdo de comportamento
dos grupos, com maior porcentagem de congelamento para EP, de exploracédo
cautelosa para os grupos NP e de exploracdo para o GS, nos dois horarios. No
teste, tanto o grupo NP quanto o EP expressaram mais exploracédo cautelosa que
o grupo GS. A andlise com ANOVA indicou diferencas significativas entre os
grupos para congelamento (F 54 = 19,77; p<0,0001), exploragdo (F 545 = 2,81;
p<0,01), exploracdo cautelosa (F 545 = 17,32; p<0,0001), locomocéo (F 545 = 2,44;
p<0,05) e parado (F s4s = 0,05; p<0,05). Houve diferenca significativa entre
sessoes para as categorias congelamento (F 148 = 30,20; p<0,0001), exploracao
cautelosa (F 145 = 137,38; p<0,00001) e manutencao (F 148 = 4,15; p<0,05). As
analises com multiplas comparacbes realizadas com o teste Tukey-Kramer
indicaram que a ocorréncia de congelamento no grupo EP ZT02 foi diferente do
EP ZT14 e dos grupos GS ZT02 e GS ZT14 (p<0,05). A categoria de exploragéao
diferiu significativamente entre os grupos GS ZT02 e NP ZT14 (p<0,05). Foram
observadas diferencas significativas entre as sessdes de treino e de teste dos
grupos EP ZT02, EP ZT14, GS ZT02 e GS ZT14 e NP ZT02 (p<0,05), mas nao do

grupo NP ZT14 (p>0,05). Também houve diferencas significativas entre sessdes
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na categoria exploracdo cautelosa para os grupos EPZT02 e ZT14, GS ZT02 e

ZT14 e NP ZT14 (p<0,05).
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Figura 18: Porcentagem das categorias comportamentais observadas durante a sessao de
treino e teste do condicionamento Som-Choque para os animais dos Grupos Som-Choque
Pareado (EP) ZT 02 e ZT 14, Som-Choque Nao Pareado (NP) ZT02 e ZT 14 e Som (GS) ZT02 e
ZT 14: FRZ = Congelamento, LOC = Locomocao, EXP = Explorar, PAR = Parado, MAN =
Manutencdo, PRE = Pré-Exploratérios, MOV = Movimentos Isolados e CAU = Exploracéo
Cautelosa. * p< 0,05 em relacdo ao GS; + p< 0,05 em relacdo ao EP e NP; # p< 0,05 em
relacdo aos grupos EP e NP; § p< 0,05 em relacao ao treino.
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A Figura 19 apresenta dados referentes a duragao total (escala logaritmica)
dos comportamentos agrupados nas diferentes categorias comportamentais
durante as sessdes de treino de condicionamento e de teste ao som, realizadas no
inicio da manha (ZT02) e no inicio da noite (ZT14). Os diferentes grupos
apresentaram diferencas na duracdo entre as categorias comportamentais, ou
seja, de exploracdo, locomog¢ao, manutencdo, movimentos isolados, parado,
congelamento, exploracado cautelosa. A analise estatistica com ANOVA indicou
diferenca significativa entre os grupos na duracdo dos comportamentos
exploracdo cautelosa (F 545 = 18,14 p< 0,0001), exploracdo (F 548 = 11,74 p<
0,0001), parado (F 548 = 3,06 p< 0,05), locomocéao (F 545 = 5,05 p< 0,001) e pré-
exploratério (F 548 = 3,44 p< 0,01); para o comportamento congelamento
encontrou-se valor de diferenga entre grupos marginalmente significante (F 545 =
2,23 p= 0,07). Diferengas significativas na duragédo dos comportamentos entre as
sessoes foram observadas para congelamento (F 1458 = 14,63 p< 0,001),
exploragao cautelosa (F 145 = 14,91 p< 0,0001), locomocéo (F 145 = 6,64 p< 0,05)
e pré-exploratério (F 145 = 4,10 p< 0,05). Interacdes significativas entre grupo e
sessao foram observadas para exploragdo cautelosa (F 55 = 5,23 p< 0,001),
exploragéao (F 55 = 7,65 p< 0,0001) e pré-exploratério (F 55 = 3,81 p< 0,01). As
multiplas comparacbées post hoc com o teste Tukey-Kramer indicaram que a
ocorréncia de congelamento no treino dos grupos GSZT02 e GSZT14 foi
significativamente diferente do teste (p<0,05). A duracdo de locomocao foi
significativamente diferente entre os grupos EP ZT02 e EP ZT14 nas sessbes de
teste (p<0,05). A duragdo do comportamento locomogao do grupo EP ZT02 foi

diferente também da sesséo de treino do NP ZT02, GS ZT02 e GS ZT14 (p<0,05)
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como também das sessdes de teste dos grupos NP e GS nos dois horérios
(p<0,05). A duracgédo da exploragao cautelosa no grupo EP ZT02 foi diferente dos
grupos GS ZT02 e GS ZT14 nas sessbes de treino e teste (p<0,05); Houve
diferenca entre a sessao de treino e de teste do NP ZT14 (p<0,05). Os grupos GS
tiveram duracédo de exploracao significativamente diferentes dos grupos EP e NP
nos dois horarios. Nenhuma diferenca significativa na duracao do comportamento
movimentos isolados e manutencao foi indicada em relacdo aos grupos, horarios

ou sessoes (p>0,05).
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Figura 19: Duracao total em escala logaritmica das categorias comportamentais durante a
sessao de treino e teste do condicionamento ao som para os animais dos Grupos Som-
Choque Pareado (EP) ZT 02 e ZT14, Som-Choque Nao Pareado (NP) ZT 02 e ZT14 e Som (GS)
ZT 02 e ZT14. Categorias comportamentais: FRZ = Congelamento, LOC = Locomog¢éo, EXP =
Explorar, PAR = Parado, MAN = Manutencdo, PRE = Pré-Exploratérios e MOV = Movimentos
Isolados, CAU =Exploracao Cautelosa. # p< 0,05, diferenca de CAU significativa entre os
demais grupos; (*) diferenca de FRZ significativa entre os demais grupos; (+) diferenca de
EXP significativa entre os demais grupos.
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Para analisar a distribuicdo dos diferentes comportamentos ao longo das
sessoes de treino e de teste, sdo apresentadas curvas de cada categoria
comportamental em fungéo de blocos de 5 intervalos de registros (150s), nos dois
horarios. Os animais dos Grupos EP ZT02 e ZT14 no treino, apds a apresentacao
do primeiro pareamento som-choque, tiveram um aumento de congelamento. No
teste de re-exposicdo ao som apenas o grupo EP ZT14 apresentou manutencao
de congelamento ao longo da sessao, embora em valores relativamente baixos.
Os grupos EP expressaram mais exploracao cautelosa e exploracao, durante as
sessdes de treino e teste nos dois horarios. Os maiores valores de ocorréncia de
exploragao cautelosa sao observados nas sessdes de teste dos grupos NP ZT02 e
NP ZT14. A andlise estatistica com ANOVA indicou diferenca significativa entre os
grupos para congelamento (F 542 = 5,08; p<0,001); exploragédo (F 542 = 14,26;
p<0,0001) e para exploragdo cautelosa (F 542 = 26,31; p<0,0001). Houve
diferencas estatisticas significantes entre as sessdes para congelamento (F 142 =
22,12; p<0,0001) e exploracao cautelosa (F 142 = 13,12; p<0,0001). Diferencas
significativas entre os blocos de registros comportamentais foram indicadas para
congelamento (F 57 = 2,04; p< 0,001); exploracdo (F 57 = 7,07; p< 0,0001) e
exploragcao cautelosa (F 57 = 4,00; p< 0,001). Houve interagao significativa entre
grupos x sessao x blocos para congelamento (F 535045 = 11,27; p< 0,0001);
exploracao (F 535245 = 3,21; p< 0,0001) e exploracédo cautelosa (F 535245 = 3,09;
p< 0,0001). Andlises de comparacdées multiplas com o teste Tukey-Kramer para
congelamento indicaram diferencas significativas entre os dois primeiros e os
demais blocos da sessao de treino, tanto para o grupo EP ZT02 como para o EP

ZT14 (p<0,05) (Figura 20).
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Figura 20: Ocorréncia das categorias comportamentais em resposta ao condicionamento ao
som a cada 150 segundos, para os animais Grupos Som-Choque Pareado (EP) ZT 02 e ZT14,
Som-Choque Nao Pareado (NP) ZT 02 e ZT14e Som (GS) ZT 02. Cada ponto representa a
ocorréncia de cada comportamento em cinco blocos de registros, mais EPM. A legenda da
figura indica as categorias comportamentais correspondentes: FRZ = Congelamento, LOC =
Locomocao, EXP = Explorar, PAR = Parado, MAN = Manutencao, PRE = Pré-Exploratorios e
MOV = Movimentos Isolados.
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4.2.2. Analise da distribuicao dos nucleos Zenk-positivos

As Figuras 21 e 22 apresentam imagens digitalizadas de seccdes frontais,
unilaterais, das regiées anteriores do hipocampo (A 7.00 e A 8.00) dos animais
dos grupos EP ZT 02 e ZT14, NP ZT02 e ZT14 e GS ZT02 e ZT14. Esses cortes
hipocampais foram submetidos a Imunoistoquimica para a marcagdao de células
Zenk-positivas. Essas células tém marcacdo com caracteristica marcagao nuclear
identificada em tons de marrom escuro. Nestas imagens é possivel visualizar, as
regides hipocampais; Hipocampo Dorsal - HpD (Figura 21); Hipocampo Ventro-
Medial — HpVM e Hipocampo Ventro-Lateral — HpVL (Figura 22). Tal como no
Experimento Il, a analise considerou a divisdo do hipocampo em HpD e HpV, e

este subdividido em HpVM e HpVL.

80




RESULTADOS

Hipocampo Dorsal
(HpD)

1mm c \"

o L I, ¢ i » o 3T
EP.ZT 02,4 ™. 3% EPZT 14+ ~5 h
b e ‘1“"» o ‘ 5 AR 3 3
- 0 & ¥ PEEY, ! R :

: AT ¥s 1 "
4 v 3 o £ - 4
- X - R T e -
" L) »—~. * ".'f - “ﬁ'a I "
¥
- % . i
: A N M
NP-ZT 02 NP.ZT 14 -
3 . Lo 5" . . A g : b4
4 < -
. = i ¥ 3
- * *
¢ e . e )
] #
* - e - L]
£ - e P -
A 4 —_—
T Q ’ -
> - 8 ¥ - 3 ™
- *

esztioz 2.7, F BSara U

' . " .
3 2 e ¥ o o, i o - i

Figura 21: No esquema, representacdao de uma seccao coronal do encéfalo de pombos da
regiao do hipocampo dividido em Hipocampo Dorsal e Ventral (HpD e HpV). V = Ventriculo.
Barra de escala = Tmm. As Fotomicrografias sao de seccoes frontais, de uma regido do HpD,
mostrando o padrao de marcacao de nucleos ZENK-positivos para os Grupos Som-Choque
Pareados (EP ZT02 e ZT14), Grupos Som-Choque Nao Pareados (NP ZT02 e ZT14) e
Grupos Som (GS ZT02 e ZT14). Ampliacao 400 X. Barra de escala = 50 pum.
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Figura 22: No esquema, representacao de uma seccao coronal do encéfalo de pombos da
regiao do hipocampo dividido em Hipocampo Dorsal e Ventral (HpD e HpV). V = Ventriculo.
Barra de escala = 1mm. As Fotomicrografias sao de sec¢oes frontais, de uma regidao do HpV,
mostrando o padrao de marca¢ao de nucleos ZENK-positivos para os Grupos Som-Choque
Pareados (EP ZT02 e ZT14), Grupos Som-Choque Nao Pareados (NP ZT02 e ZT14) e
Grupos Som (GS ZT02 e ZT14). Ampliacao 400 X. Barra de escala = 50 pm.
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A Figura 23 mostra a comparacdo da densidade/mm? de nucleos Zenk-
positivos encontrados no hipocampo total de pombos (HpD + HpV), dos grupos EP
ZT02 e ZT14, NP ZT02 e ZT14 e GS ZT02 e ZT14, avaliados apés o teste do
condicionamento ao som. Observa-se uma maior marcacao de nucleos Zenk-
positivos no hipocampo dos animais dos Grupos EP nos horarios ZT02 e ZT14. A
analise estatistica com ANOVA indicou diferenga significativa entre grupos (Fs24)
= 198,18; p < 0,0001). O teste Tukey - Kramer indicou diferenca significativa entre
EP ZT02 com os demais grupos (p<0,05), demonstrando diferenca de horario com

EC ZT14.
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Figura 23: Densidade Média de nucleos marcados Zenk-positivos no hipocampo total (HpD +
HpV) de pombos submetidos ao condicionamento som-choque; EP = Grupo experimental
Som-Choque Pareados; NP = Grupo Som-Choque Nao Pareados e GS = Grupo Som. P <
0,05. * diferenca significativa com os grupos NP ZT02, NP ZT14, GS ZT02 e GS ZT14.

A Figura 24 mostra a comparagdo da densidade média de nucleos Zenk-

positivos encontrados no hipocampo de pombos dos diferentes grupos, avaliados
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apos o teste do condicionamento ao contexto. Em (A): valores de densidade
média para HpD e HpV para cada um dos grupos; (B): valores de densidade
média para subdivisées do hipocampo ventral - HpVL e HpVM para cada um dos
grupos. A analise com ANOVA indicou que a densidade de marcagdo de nucleos
Zenk- positivos em HpD e HpV teve diferenca significativa entre grupos (F 524=
14,16; p<0,0001), entre as areas (F 124=92,10; p< 0,0001), e uma interacao
significante entre grupo x area (F ss= 7,50; p<0,001). O teste Tukey-Kramer
indicou que a marcacao Zenk-positiva em HpD do grupo EP ZT02 foi
significativamente diferente das areas HPD e HPV de todos os outros grupos
(p<0,05), com excecao da area HpV do EP ZT14 (p>0,05) (Figura 24 A).

A analise com ANOVA indicou que a densidade de marcacao de nucleos
Zenk- positivos em HpVL e HpVM teve diferencas significativas entre grupos (F
524= 8,11; p<0,0001) e area (F 124= 5,99 p<0,005). O teste Tukey-Kramer indicou
que a marcacgao Zenk-positiva em HpVM do grupo EP ZT02 foi significativamente
diferente dos grupos GS nos dois horarios (p< 0,05). A marcac¢ao na area HpVL
do EP ZT02 diferiu significativamente dos grupos GS e NP nos dois horarios
(p<0,05). Nao houve diferenca significativa entre o HpVM e o HpVL nos grupos EP

ZT02 EP ZT14, nem no NP ZT02 e NP ZT14 (p>0,05) (Figura 24 B),
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Figura 24: Comparacdo da densidade média em mm? de nucleos Zenk positivos em (A): as
duas divisdes do hipocampo (HpD - Hipocampo Dorsal, HpV - Hipocampo Ventral) e (B):
entre as subdivisbes do Hipocampo Ventral (HpVM - Hipocampo Ventro Medial e HpVL —
Hipocampo Ventro Lateral) de animais os Grupos Som-Choque Pareados (EP) ZT 02 e ZT 14,
Grupos Som-Choque Nao Pareados (NP) ZT 02 e ZT 14 e Grupos Som (GS) ZT 02 e ZT 14. *
significativamente diferente dos outros grupos (p<0,05), com excecado da area HpV do EP

ZT14 (p>0,05); # significativamente diferente dos grupos GS (p< 0,05).
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O presente estudo permitiu analisar as relacdes entre os padrbes de
comportamento no treino de condicionamento som-choque e no teste ao som
condicionado, realizados em dois diferentes horarios (ZT02 e ZT14). Os dados
indicaram que houve variagdes de comportamento entre os grupos EP, NP e GS
ZT02 e ZT14, com ocorréncia elevada tanto de congelamento como de exploracao
cautelosa em animais que receberam som — choque pareados ou nao, e de
exploragdo em animais que apenas receberam o som. Os animais dos grupos EP
e NP, apesar de algumas diferencas comportamentais, mantém caracteristicas
semelhantes, particularmente considerando-se a meédia de ocorréncia de
congelamento e exploragdo cautelosa nos dois horarios analisados. Além dos
resultados comportamentais foram também realizadas andlises da expresséo
hipocampal da proteina Zenk, apds o teste do som condicionado. Esses dados
forneceram evidéncias sobre a atividade neural no hipocampo durante a
recuperacao da meméria aversiva do som.

Foi possivel constatar que durante a sessdao de treino para o
condicionamento aversivo ao som 0s animais dos grupos EPZT02 e ZT14 tiveram
aumento da ocorréncia de congelamento ap6s a apresentacdo do primeiro
pareamento som-choque elétrico. Entretanto, durante o teste ao som, houve
aumento da ocorréncia de exploracao cautelosa nos animais dos grupos EP e NP
que receberam som e choque, pareados ou ndo. Os animais dos grupos GS ZT02
e ZT14 apresentaram uma maior ocorréncia no comportamento exploratério, tanto
no treino quanto no teste, demonstrando que apenas a exposi¢cao do animal ao

contexto de habituacao nao elicia respostas de defesa ou de fuga.
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Como ja foi destacado, quando os animais foram analisados no teste ao
som, nota-se que o comportamento de congelamento ocorreu, porém numa menor
frequéncia, diferentemente do observado no teste do condicionamento ao contexto
(Experimento 1) onde os animais expressaram o congelamento durante toda a
sessdo, caracterizando o valor condicionado do contexto.

No teste ao som, os animais que receberam no treino a associagdo do som
e do choque elétrico foram recolocados num contexto ao qual foram previamente
habituados em quatro sessdes antes do condicionamento. O objetivo desta
habituacao prévia foi justamente controlar a possibilidade de que, durante o teste
ao som, houvesse interferéncia de estimulos novos de um ambiente
desconhecido. Assim, a exposicao a esse ambiente sem apresentacao prévia de
qualquer estimulo impediria que os animais o associassem com perigo. Deve ser
lembrado que na sessdo de teste ao som, os animais foram re-expostos ao
ambiente da habituagéo, ou seja, retornaram ao ambiente que néo fora associado
a estimulos aversivos e que, portanto, ndo seria responsavel por respostas
aversivas apresentadas pelos animais.

Quando o som foi apresentado nesse contexto, deve ter ocorrido a
evocacao da memdéria de sua associacdo com o choque, resultando numa
sinalizagdo de perigo potencial. Essa condicdo motivou comportamentos de
avaliacdo da potencialidade de risco desse ambiente, justificando assim, a
predominancia de exploracdo cautelosa sobre a ocorréncia de outras categorias
comportamentais. O som apresentou um valor de estimulo aversivo condicionado
que foi mais eficiente para eliciar a resposta de exploracdo cautelosa, enquanto

que o contexto foi mais eficaz no controle da resposta de congelamento ao
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contexto aversivo. Os grupos EP expressaram mais congelamento nas sessdes de
treino e de teste conduzidas pela manha em comparacdo com as sessdes
noturnas. Esse dado pode ser considerado indicativo de uma variagéo temporal na
expressao desse comportamento. Do mesmo modo, quando se avalia o tempo
total de exploracédo cautelosa nos grupos GS nota-se uma variacdo que pode ser
decorrente do horario.

Esses dados sugerem que, diferentemente do contexto aversivo, a
exposi¢cdo ao som condicionado resulta em um padrdo de comportamento de
defesa caracterizado pela avaliacédo de risco, conforme discutimos abaixo.

SHUHAMA et al, (2006) discutem a classificacdo proposta por
BLANCHARD e BLANCHARD (1988) para a analise do repertorio de
comportamentos de defesa. Sdo identificadas trés diferentes categorias de
estratégias de defesa, desencadeadas por situagdes de perigo predatorio
potencial, distal ou proximal. A primeira é caracterizada pela exploracao cautelosa
do ambiente para avaliacdo de risco, onde 0 perigo nao esta mais presente, no
entanto havia ocorrido previamente, ou ainda quando o ambiente é novo. O
segundo nivel de defesa animal consiste na inibicdo de comportamentos nao
relacionados com a defesa, como por exemplo, comportamentos alimentares,
locomocgédo e interacdo social, ou na total imobilidade ou congelamento. E
finalmente, o terceiro nivel de defesa é caracterizado pela fuga ou ataque e em
espécies sociais ocorre também a submissdo de um individuo a outro, geralmente
relacionados por disputas de territdério, fémeas ou mesmo ranking social.
(BLANCHARD, et al., 1988). O congelamento ocorre quando ha percepcédo do

perigo real pelo animal, como por exemplo, um predador préximo ou ainda um
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som que precede um choque elétrico; os musculos contraem-se em uma postura
imével. Ja a exploracdo cautelosa ocorre quando o animal faz o reconhecimento
do ambiente e assim a avaliagdo de risco. Considerando esses diferentes niveis
de defesa, pode ser possivel interpretar que o padrdo comportamental exibidos
durante o teste ao som pelos animais que receberam choques elétricos,
associados ou ndao ao som, poderia ser indicativo de um alto indice de exploracao
cautelosa. Ou seja, a apresentacdo do som evoca a meméria da situacao
vivenciada no treino onde o som tinha relacao com o choque e, deste modo, apds
0 som o animal exibe uma avaliacdo do risco de novamente ocorrer o choque.
Essa avaliacdo ocorre com um padrao caracteristico de exploracdo associado a
uma postura tensa, por nos definido como exploracao cautelosa.

A avaliacao da distribuicdo da imunorreacédo de nucleos Zenk-positivos no
hipocampo de pombos apés o teste de avaliagdo do valor aversivo condicionado
que o som adquiriu pelo condicionamento demonstrou que animais tanto do grupo
EP quanto do grupo NP tiveram aumento de marcagédo de células Zenk-positivos.
Primeiramente, comparando-se as regides HpD e HpV do hipocampo, foi
observada maior marcacao de nucleos Zenk-positivos no HpV do que no HpD dos
animais que receberam som-choque pareados ou néo pareados (EP e NP), com
excegdo do grupo EP ZT14. Estes dados, assim, ndo comprovariam uma relagédo
entre 0 aumento de células Zenk-positivas marcadas no hipocampo com o
condicionamento aversivo ao som, uma vez que 0s animais treinados com 0s
estimulos som-choque nao pareados tiveram aumento de marcacao de células
Zenk-positivas no hipocampo similar aos animais que receberam os estimulos

som-choque pareados. Contudo, é possivel considerar que a apresentacao dos
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estimulos durante o treino dos grupos NP teria estabelecido alguma relacao entre
eles, o que justificaria 0 aumento observado. Esse raciocinio é justificado pelo fato
de que os animais dos grupos GS, que receberam apenas som no dia do treino,
tiveram menor aumento no numero de células Zenk-positivas, fundamentando a
suposicdo de que o aumento de imunomarcacdo nao estaria relacionado
diretamente com o som. A apresentacao de estimulos em um ambiente neutro, no
caso a caixa de habituacdo, induziu a expressao de Zenk, porém os animais, que
no dia do treino, receberam estimulos aversivos tiveram uma potencializacdo na
expressao de Zenk.

Posteriormente, as comparacdes foram feitas considerando as subdivistes
do HpV, respectivamente a regido HpVL e HpVM. A regido HpV corresponde a
regido que abrange as camadas celulares em forma de V (KREBS et al., 1991,
ROSINHA, et al., 2009) e é essencialmente a regido definida como hipocampo por
KARTEN E HODOS (1967). Na regidao HpVL, que tem seu limite lateral margeando
medialmente o ventriculo lateral, foi observado uma diferenca significativa na
marcacao de nucleos Zenk-positivos em comparagdo com HpVM.

O hipocampo de aves recebe projecbes do talamo, hipotalamo, locus
coeruleus, nucleo septal, nacleos da rafe e hipocampo contralateral e projetam-se
para o nucleo septal, cértex pré-frontal, banda diagonal e hipotalamo (CASINI et
al., 1986; BINGMAN et al., 1994). O hipocampo de aves nao recebe projecdes
diretas da divisdo da amigdala palial posterior (Homdlogo a amigdala nos
mamiferos), mas sim indiretamente através da regido parahipocampal, que por
sua vez possui conexdes reciprocas com o hipocampo. As aferéncias hipocampais

para a amigdala palial posterior se dao de forma indireta através da area septal
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contralateral, que também conecta o hipocampo ao hipotalamo lateral, talamo
dorsomedial e formacao reticular cinzenta (KRAYNIAK & SIEGAL, 1978; CASINI et
al., 1986). A area septal, o nucleo taenia e a amigdala palial posterior podem ser
considerados como areas retransmissoras dos impulsos do hipocampo e da area
parahipocampal para o hipotadlamo, sendo parte do sistema efetor responsavel
pela expressdo do comportamento condicionado (BINGMAN, et al, 1994).

HOUGH, et al., 2002 consideraram a subdivisdo da regiao HpDL em Dorsal
(DLd) e Ventral (DLv) e analisaram a conectividade intrahipocampal em pombos
submetidos a estimulos elétricos monofasicos de 250 psec e pulso de 200 — 600
WA, aplicados nas areas hipocampais. Relataram que a estimulacao da area DLd
resulta em propagacao do impulso elétrico para as regides HpDM, HpVM e HpVL,
propondo assim que a regido DLd é uma regido de entrada de estimulos para o
hipocampo. Da mesma forma, quando se estimula a regido HpVL o campo de
alcance do impulso elétrico atinge a regido DLv, que foi proposta como uma via de
saida de impulsos do hipocampo para as areas parahipocampais.

KHAN, et al, 2003, com a utilizacdo de marcadores retrogrados,
confirmaram o proposto por HOUGH, et al., (2002), ou seja, que a regiao do HpD é
uma regiao de entrada de estimulos para o hipocampo e suas projecées seguem
para a area do HpV. Além disso, com a aplicacdo de marcadores retrogrados
injetados em HpVL foram encontradas populagdes de células marcadas
ipsilateralmente em toda a regiao HpDL o que demonstra a participagdo de HpVL
como via de saida hipocampal, enviando informagdes para a area dorsolateral da
formacdo hipocampal. Tais observagbes relacionam-se com nossos resultados e

explicariam a alta concentracdo de células Zenk-positivas encontradas nesta
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regido nos pombos. Essas evidéncias justificariam também a grande marcacéao de
células Zenk-positivas encontradas na regidao HpVL, considerando-a como uma
regido de saida de estimulos hipocampais (KAHN, et al., 2003).

Diferentemente do que foi observado no Experimento |, neste experimento
ndao houve diferencas significativas na desnsidade de marcacao de Zenk entre
HpVM e HpVL. Uma explicacdo para o aumento de marcagcao de células Zenk-
positivas na regido HpVL, durante o teste ao som, seria que esta regido estaria
retransmitindo a informacdo decorrente do treino em aprendizagem de
associacdes som-choque para outras areas do cérebro como por exemplo, a area
parahipocampal, chegando até a amigdala palial posterior, que esta tanto
envolvida no condicionamento contextual quanto no condicionamento ao som
(PHILLIPS & LEDOUX, 1992). Além disso, muitas teorias sugerem que o
hipocampo n&o esta envolvido na informagéo de associagdes entre CS e US, mas
tem um papel na indexacdo dessas associagdes com o contexto em que
ocorreram (HIRSH, 1974 apud MAREN, 2008). Fato este comprovado por KIM &
FANSELOW, (1992), PHILLIPS & LEDOUX, (1992) com experimentos que
utiizaram lesbes no hipocampo onde foram observadas alteracbes
comportamentais no condicionamento ao contexto, mas ndo no condicionamento
ao som, demonstrando que o hipocampo tem um papel seletivo no medo a
estimulos contextuais. Ja a amigdala esta envolvida na formacdo da associacao
entre o estimulo incondicionado aversivo e diversos tipos de estimulos
condicionados assim como na resposta de medo som-dependente (MAREN &

FANSELOW, 1996) .
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De acordo com os experimentos realizados por Atoji, Saito & Wild (2006),
tanto a regido da amigdala palial posterior quanto a regido do nucleo do leito da
estria terminal recebem e enviam projecdes da regido HpDM. Como a subdivisdo
dorsomedial também se projeta para o coértex piriforme (BINGMAN et al.,, 1994),
esta subdivisdo possivelmente funciona como a principal via de saida do
hipocampo para amigdala palial posterior, do nucleo do leito da estria terminal e
cortex piriforme no sistema limbico em pombos. E interessante lembrar que a
regido do nucleo do leito da estria terminal tem fungdo determinante no controle da
ansiedade (ATOJI, et al., 2006).

Um possivel experimento que poderia esclarecer e assim confirmar a
hipétese levantada acima seria a analise da marcacao das células Zenk-positivas
no hipocampo e nas areas correspondentes a amigdala e ao nucleo do leito da
estria terminal nos pombos, juntamente com a utilizagdo de marcadores
retrégrados e anterégrados em animais submetidos ao condicionamento classico
aversivo utilizando a associacdo som-choque. O possivel aumento de nucleos
Zenk-positivos nessas areas, juntamente com os resultados obtidos com o uso de
marcadores retrdégrados e anterdgrados, poderiam elucidar a circuitaria envolvida

nesse tipo de aprendizagem.
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CONCLUSOES

O presente trabalho contribui para a analise do condicionamento classico
aversivo em pombos, na seqUéncia dos estudos desenvolvidos em nosso
laboratério, acrescentando informagdes sobre os fundamentos comportamentais,
celulares e moleculares dos processos de aprendizagem e memoria de eventos
aversivos.

Os dados obtidos confirmam a participacao de expressao de zenk, um gene de
expressao imediata, nos processos celulares e moleculares do hipocampo durante
a evocagao da memdria aversiva em pombos.

Comparando-se o Experimento | com o Experimento Il, observa-se a
expressdao de diferentes padrbées comportamentais ao contexto aversivo
condicionado e ao som aversivo condicionado. Além disso, em relacdo a
marcagao de células Zenk-positivas, é possivel notar que diferentes circuitos
neurais estdo envolvidos na aquisicdo do condicionamento ao contexto e no
condicionamento ao som, tendo em vista a diferenca encontrada na marcacao das
areas HpVM e HpVL, respectivamente no condicionamento ao contexto e no
condicionamento ao som.

A existéncia de variagdes dia — noite na ocorréncia de condicionamento ao
contexto e na expressdo de Zenk no hipocampo sugere uma modulacdo do

sistema temporizador circadiano sobre esses processos.
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