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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo descrever o repertério comportamental de pombos
(Columba livia) submetidos aum novo ambiente (gaiola nova, GN), e analisar os efeitos
comportamentais da: 1) re-exposicdo ao ambiente experimental (7 e 14 dias depoisou 2 e
4 dias depois), 2) mudancas ambientais (ruido branco, fechamento das paredes da gaiola)
e manipulacdes potencialmente aversivas (injegdes i.p. de salina) e 3) administragéo i.p.
de diazepam (DzP, 0,25 , 0,75 , 2,5 ou 7,5 mg/kg) ou de veiculo (NaCl 0,9%),
administrado 30 minutos antes da re-exposicdo (7 dias depois da primeira sessdo). Em
todas as exposi¢cdes aGN, o comportamento de espiar (comportamento exploratério que
consiste em movimentos balisticos da cabeca e do pescoco em todas as direcbes, sem
locomocao) sofreu gradualmente adaptacdo durante os primeiros 10-14 minutos, sendo
substituido pelo comportamento de imobilidade com movimentos de cabeca (movimentos
angulares) e pela imobilidade completa. Este padrdo mostrou habituacdo em re-
exposicoes 2 e 4 dias depois da primeira sessdo (sugerindo que esta resposta pode ser
motivada por medo), mas foi semelhante a primeira exposicdo com 7 dias de intervalo
entre as sessfes. A associacdo de estimulos potencialmente aversivos, o ruido branco, a
gaiola fechada e as injec@es i.p. de salina, significantemente aumentaram a duracdo da
imobilidade com movimentos de cabeca e reduziram o espiar, sugerindo que estas
manipulacdes podem reduzir a atividade exploratéria, possivelmente como efeito do
aumento do medo. No entanto, no tratamento com DZP nenhuma dose afetou os
comportamentos de espiar imobilidade com movimentos de cabeca, locomocgéo e auto-
limpeza, e somente as duas doses mais altas de DZP aumentaram a imobilidade
completa e a incidéncia de sinais motores posturais de sedacdo. No teste de conflito
baseado em procedimentos operantes com pombos, doses semelhantes produziram
efeitos “ansioliticos” sem efeitos sedativos. Estes dados sugerem que o espiar pode ser
modulado por outros sistemas motivacionais que ndo o medo, e que o teste da GN no
pombo pode ser mais sensivel aos efeitos sedativos do tratamento com
benzodiazepinicos do que os testes baseados em comportamentos operantes neste

animal.



INTRODUCAO



A ansiedade em humanos pode ser considerada como uma ativacdo inapropriada
de comportamentos defensivos (DSM 1V, 1994; Millan, 2003). Como um estimulo
aversivo, real ou potencial, pode gerar estes comportamentos tanto em humanos como
em animais, a resposta do animal a um estimulo aversivo pode ser um modelo apropriado
de ansiedade em humanos. Os comportamentos observados em animais, especialmente
comportamentos que buscam neutralizar a ameaca percebida, podem coincidir com o
estado emocional interno de ansiedade em humanos (Lister, 1990; Feldman e cols., 1997;
Palanza, 2001). Assim, procedimentos utilizando a exposicdo de animais a um estimulo
aversivo sao propostos como modelos animais de psicopatologias como a ansiedade.

Estes métodos tornam possivel o estudo das bases fisioldégicas e neuroquimicas
do comportamento utilizando, por exemplo, drogas com mecanismo de acdo conhecido.
Além disso, facilitam o estudo de drogas cujo mecanismo de acao € desconhecido; suas
poténcias relativas, seus efeitos comportamentais e as relacbes entre atividade e
estrutura. Permitem também o desenvolvimento de modelos de condi¢Bes patoldgicas de
humanos que ndo podem ser estudados diretamente nesta populacdo (Barret e Miczek,
1995; Feldman e cols., 1997).

Os modelos animais de ansiedade geralmente envolvem a colocagdo do animal
em um meio que supostamente induz alguma forma de conflito, por exemplo, entre obter
uma recompensa ou esquivar-se de um estimulo potencialmente aversivo. (Lister, 1990;
Millan, 2003). Estes modelos disponiveis tém sido classificados em respostas
comportamentais: condicionadas ou ndo condicionadas (Griebel, 1995; Rodgers e Dalvi,
1997; Millan, 2003).

Os modelos com respostas condicionadas (também chamados de treinados ou
aprendidos) requerem a selecdo de um comportamento que pode ser modificado pelo
ambiente ou pela acdo de drogas. Os animais aprendem a executar uma determinada

tarefa (geralmente apertar um disco) para receber a recompensa ou se esquivar da



punicdo. A recompensa (o reforcamento positivo) geralmente € agua ou comida em
animais privados destes recursos, e a punicdo (o reforcamento negativo) geralmente é um
choque elétrico. O equipamento normalmente € automatizado e controlado por pistas que
sdo apresentadas em momentos especificos (Barret e Miczek, 1995;Feldman e cols.,
1997).

O primeiro teste de conflito condicionado foi publicado por Geller e Seifer em 1960,
que consiste no treinamento de ratos que deviam executar uma determinada tarefa para
receber uma recompensa associada a um modesto choque elétrico. Baseado neste
modelo foram desenvolvidos outros testes de conflito, que incluiram sessfes com e sem
respostas punidas alternadas e/ ou sinalizadas, para facilitar a deteccdo das propriedades
ansioliticas especificas das drogas (Lister, 1990; Barret e Miczek, 1995; Millan, 2003).
Nestes modelos, drogas de acdo ansiolitica aumentam as respostas somente no
componente em que ocorre o choque e ndo apresenta efeito nas respostas ndo punidas
(Andrews e Broekkamp, 1993; Menard e Treit, 1999).

No entanto, este tipo de modelo apresenta alguns pontos passiveis de critica
(Pellow e cols., 1985; Barret e Vanover, 1993; Choleris e cols., 2001; Kavaliers e
Ossenkopp, 2001; Palanza, 2001; Wall e Messier, 2001; Bourin e Hascotet, 2002). Estes
procedimentos envolvem privacdo de comida e agua, e as drogas de acéo ansiolitica no
geral interferem no apetite, podendo aumentar o componente motivacional que leva o
animal a executar um namero maior de respostas para obter a recompensa (Cooper e
Posadas-Andrews, 1979). Além disso, envolvem estimulos aversivos (choque elétrico)
que ndo aparecem no meio nhatural do animal, podendo provocar padrdes de
comportamento artificiais.

Os modelos com respostas nao condicionadas (também chamados de etoldgicos)
envolvem comportamentos espontaneos do animal ingénuo a uma situacdo nao familiar

(Lister, 1990; Andrews e Broekkamp, 1993; Choleris e cols.; 2001). Estes procedimentos



experimentais registram padrdes de comportamentos espécie-especificos, como
exploracéo, alimentacéo, reproducdo, cuidados maternos, bem como agresséo e defesa.
Embora estes comportamentos possam ser modificados pela experiéncia e sob condicbes
controladas seja possivel reproduzi-los, eles sdo respostas inatas e nao requerem
condicionamento para sua expressao (Barret e Miczek, 1995). Dessa forma, tem sido
proposto que modelos baseados nestes comportamentos podem ser mais adequados ao
estudo de respostas comportamentais de ansiedade do que protocolos com respostas
condicionadas (Treit, 1985; Barret e Vanover, 1993; Blanchard e cols., 1993; Griebel e
cols., 1995; Griebel, 1996; Choleris e cols., 2001).

Como este tipo de modelo animal ndo requer necessariamente um equipamento
automatizado, ele ndo € dispendioso e é geralmente f4cil de usar. O comportamento
analisado é espontaneo, portanto ndo requer treinamento dos animais, tornando os testes
mais rapidos de executar do que os modelos condicionados. Além disso, ndo requerem
privacdo de alimentos ou agua e utilizam um estimulo natural. No entanto os efeitos
ansioliticos ou ansiogénicos podem ser confundidos com mudancas na atividade motora
(Barret e Miczek, 1995; Dawson e Tricklebank, 1995).

Dos varios modelos etologicos de ansiedade existentes, os de maior relevancia
para o presente estudo sdo o teste de campo aberto e o da caixa claro/ escuro. Ambos
tém como base a exposicdo do animal a um novo ambiente. Nesta situacdo, o
comportamento do animal poderia resultar de uma competicdo entre uma tendéncia
exploratdria e uma tendéncia a retrair-se ou imobilizar-se, caracterizando uma situagdo de
conflito (Kelley, 1993; Lister, 1990). Esta situacdo pode gerar uma série de respostas
comportamentais e fisiolégicas, como a inibicdo do comportamento exploratério,
congelamento, avaliacdo de risco, aumento da frequéncia cardiaca, defecacdo e o

aumento dos niveis plasméaticos de corticosterona. Essas reacdes podem ser



interpretadas como a ativacdo do sistema defensivo do animal em uma situacao
potencialmente perigosa (Palanza, 2001).

O teste de campo aberto é um modelo muito popular na pesquisa comportamental,
pois requer um aparato minimo e é rdpido de executar (Lister, 1990; Kavaliers e
Ossenkopp, 2001; Eilam, 2003). Ele consiste na mensuracdo de comportamentos
executados pelo animal (geralmente roedor) colocado em um espaco novo e aberto, do
qgual a fuga é prevenida por paredes circundantes (Walsh e Cummins, 1976; Nahas, 1999;
Choleris e cols., 2001; Eilam, 2003). Em roedores, este teste baseia-se na tendéncia
natural desta espécie de permanecer perto das paredes de um ambiente novo (neofobia),
para buscar protecdo. O tempo gasto e 0 numero de entradas no setor central do aparato
experimental sdo usados como indice de “ansiedade”, pois drogas ansioliticas aumentam
0 numero de entradas e 0 tempo gasto no setor central sem mudancas concomitantes na
atividade locomotora geral (Menard e Treit, 1999).

Como o medo e ou a curiosidade s&o fatores motivacionais desencadeadores da
atividade exploratoria e, em geral, para ocorrer exploracdo o animal precisa se locomover,
a atividade locomotora € um dos indices de ansiedade mais utilizados no teste de campo
aberto. Ela é medida pela contagem do nimero de secc¢des do ambiente ultrapassadas
pelo animal (Geyer, 1990; Nahas, 1999). No entanto, esse indice é questionavel, pois
mecanismos que ndo estdo envolvidos com a ansiedade podem afeta-la. Por exemplo,
algumas manipulagbes como a administracdo de agonistas dopaminérgicos ou lesées em
certas regides encefélicas induzem hiperatividade, sem que as respostas sejam
necessariamente de exploracdo (Lister, 1990; Nahas, 1999). A defecacdo também pode
ser usada como indice de ansiedade, porém deve ser considerada com cautela, pois esta
relacionada com a ingestdo de comida e algumas drogas podem afetar a motilidade

gastro intestinal (Lister, 1990).



O teste claro/escuro permite que roedores explorem liviemente dois
compartimentos interconectados (um escuro e o outro claro), que variam de tamanho, cor
e iluminacdo. Ele é baseado na aversdo inata desses animais a areas iluminadas e
abertas (Holmes e cols., 2001; Hascoét e cols., 2001; Bourin e Hascoét, 2002), assim
quando esses animais sdo colocados no compartimento claro eles demonstram uma
laténcia curta para sair e quando colocados na area escura demoram mais para sair para
a area clara. Apés o tratamento com drogas de acdo ansiolitica o tempo de permanéncia
na area clara e a laténcia para sair da mesma aumentam, sugerindo que a possivel
atividade exploratoria medida neste protocolo ndo é simplesmente um efeito motor
generalizado (Hascoét e cols., 2001; Bourin e Hascoét, 2002).

A reducéo da ansiedade é indicada também pelo aumento das transi¢cdes entre 0os
dois compartimentos (Menard e Treit, 1999; Holmes e cols., 2001; Bourin e Hascoét,
2002). No entanto, a analise dos comportamentos realizados em cada compartimento
torna o teste mais sensivel a drogas de acao ansiolitica, pois permitem verificar os efeitos
da droga na atividade motora geral (Hasctet e Bourin, 1998; Rodgers e cols., 1999). Além
disso, um comportamento em especial, a postura de alongamento atento, que é uma
forma de avaliacdo de risco, parece refletir o conflito entre a exploracédo e a esquiva, em
ambientes potencialmente perigosos. Neste comportamento, o animal se alonga para
frente e em seguida se retrai para a posicéo inicial. A administracdo de drogas de acgéo
ansiolitica claramente diminue a postura de alongamento atento e este tem ainda alta
correlacdo com os niveis plasméticos de corticosterona (Griebel e cols., 1997; Rodgers e
cols., 1999; Holmes e cols., 2001).

Em uma grande variedade de modelos animais ha evidéncias de que os agonistas
benzodiazepinicos (BZDs) produzem efeitos ansioliticos consistentes (Pesold e Treid,
1994; Menard e Treit, 1999). Receptores BZDs ligados ao complexo receptor GABA-A sdo

particularmente abundantes nas estruturas limbicas envolvidas na modulacdo de estados



de ansiedade como no septo, hipocampo e amigdala (Cherubini e Conti, 2001; Mody,
2001; Millan, 2003). Os agonistas BZDs facilitam a ac¢é&o inibitéria do GABA, que por sua
vez gera uma hiperpolarizacdo neuronal através da abertura de canais permedveis ao
cloro, aumentando o limiar requerido para despolarizar a membrana e gerar um potencial
de acédo, inibindo principalmente neurbnios serotonérgicos, noradrenérgicos e
dopaminérgicos (Barret e Miczek, 1995;Rang e cols., 1997; Menard e Treit, 1999; Millan,
2003). Esses ansioliticos classicos sdo as drogas mais conhecidas e mais amplamente
prescritas para o tratamento de distUrbios de ansiedade (Handley, 1994; Rang e cols.,
1997). Muitos modelos animais de ansiedade consideram preditivo da atividade
terapéutica a demonstracdo da resposta aos BZDs (Pratt, 1992; Blanchard e cols., 2003;
Prut e Belzang, 2003; Millan, 2003). Entretanto, o uso cronico dessas drogas esta
associado ao desenvolvimento de tolerancia aos seus efeitos ansioliticos e uma sindrome
de abstinéncia ansiogénica com a interrupcao da administracéo crbnica da droga (Jones e
Blackburn, 2002).

Tais efeitos colaterais comuns aos BZDs nao sdo compartilhados pelos ansioliticos
gue atuam sobre os receptores serotonérgicos, em especial no receptor 5-HT1a. Drogas
desse tipo, como o 8-hidroxi-2 (di-n-propilamino) tetralina (8-OH-DPAT) e derivados da
pirimidinilpiperazina (buspirona, ipsapirona, gepirona, tandospirona, entre outros) também
demonstram acao ansiolitica e antidepressiva (Barret e Vanover, 1993; Bell e Hobson,
1994; Barret e Miczek, 1995; De Vry, 1995; Rang e cols., 1997).

Apesar da eficacia dos agonistas dos receptores 5-HTla em disturbios de
ansiedade ser bem estabelecida na clinica, experimentalmente essas drogas demonstram
resultados contraditérios em varios modelos ansiedade com roedores (Barret e cols.,
1994; Griebel e cols., 1997; Rex e cols., 1998; Kleven e Koek, 1999b). Em modeloscom
respostas condicionadas, a buspirona e o 8-OHDPAT podem demonstrar efeitos

ansioliticos (Higgins e cols.,1988; McMillan, 1990; Stefanski e cols., 1993; Schreiber e



DeVry,1993), ansiogénicos (Hodges e cols.,1987; Barret e Witkin, 1991; Stefanski e cols.,
1993) ou ainda n&do apresentar efeito (Carli e cols.,1989; McMillan, 1990; Barret e Witkin,
1991). Em modelos tradicionais com respostas ndo condicionadas, como o labirinto em
cruz elevado, o campo aberto e a caixa claro/escuro estas drogas também demonstram
efeitos ansioliticos (Crawley, 1981; Costall e cols.,1988; Costall e cols., 1989; Onaivi e
Martin, 1989; Lister, 1990; Lopez-Rubalcava e cols., 1992; Imaizumi e cols., 1994a;
Imaizumi e cols., 1994b; Griebel e cols., 1997; Hascoét e Bourin, 1998), ansiogénicos
(Higgins e cols.,1988; Lister,1990; Klint, 1991; Stefanski e cols., 1993) ou ndo apresentam
efeito (Carli e cols.,1989; Lister,1990; Stefanski e cols., 1993; File e Gonzalez, 1996;
Gonzales e cols., 1996; Griebel e cols., 1997). O mesmo ocorre em primatas nao
humanos (Barret e cols., 1986; Barret e cols., 1994). No entanto, investigacées sobre a
performance de pombos em testes com respostas punidas demonstraram, que esta
espécie é sensivel a ambos ansioliticos BZDs e ndo BZDs (Wuttke e Kelleher, 1970;
Barret e cols., 1985; Barret e cols., 1986; Barret, 1992; Barret e Vanover, 1993).

Alguns procedimentos e resultados do modelo de conflito utilizando o pombo
(Barrett, 1992; Kleven e Koek, 1996; Kleven e Koek, 1999a e 1999b) séo de particular
importancia para o presente estudo. Este modelo consiste basicamente no
estabelecimento do comportamento de bicar um disco ou chave, reforcado pela
apresentacéo de comida (gréos, por 3-4 segundos), em animais privados de alimento até
ostentarem um peso corporal 80 - 85 % do observado com o acesso ad libitum acomida.
O comportamento de bicar o disco € mantido em um esquema madltiplo de razao fixa de
reforcamento (FR30), e é punido, durante componentes experimentais alternados, com
um choque elétrico no pubis (1-5 mA AC, 200 ms), simultdneo aapresentacdo de comida
apos a trigésima bicada no disco. Este procedimento reduz a taxa de bicadas para 0,07 +

0,01 respostas/segundo durante o componente experimental em que a resposta é punida,



enquanto que durante o componente com respostas ndo punidas o pombo realiza 2,19 +
0,06 respostas/segundo (Kleven e Koek, 1996 e 1999 a).

Os agonistas de receptores 5HT1a, assim como 0s benzodiazepinicos, aumentam
a taxa de respostas durante o componente com puni¢cdo, supostamente por atenuar
seletivamente o conflito entre a busca por comida e o elemento aversivo imposto pelo
choque. Nas doses em que estes efeitos ocorrem, estas drogas ndo alteram as respostas
durante o componente sem puni¢cdo da sessé@o de registro, 0 que sugere auséncia de
efeitos da droga ou dose em outros dominios funcionais que poderiam acarretar
diminuicao da frequéncia de respostas ndo punidas (efeitos sedativos). Nestes estudos, a
reducdo das respostas ndo punidas é provocada por doses altas de agonistas 5HT1a,
enquanto as doses que possuem efeitos ansioliticos ndo reduzem nem aumentam o ja
intenso ritmo de bicadas do pombo durante o componente sem punicao.

No estudo realizado por Kleven e Koek (1999), a comparacdo das doses que
causam um aumento na resposta punida do diazepam com as doses para a mesma droga
utilizada em humanos revelou uma correlacao positiva alta (r=0,90). A correlacdo entre as
poténcias relativas para a diminuicdo da resposta ndo punida e os efeitos terapéuticos
também foi significante (r=0,92). A resposta punida em pombos é também aumentada por
um grande namero de agentes ansioliticos conhecidos como o etanol, os barbitlricos e o
metaqualona, mas o aumento na resposta punida ndo ocorre apos a administragdo de
estimulantes psicomotores, antidepressivos nao serotonérgicos, componentes anti-
psicoticos ou opidides (Barret e Vanover, 1993).

Além disso, varios estudos de discriminacdo de drogas em pombos tem sido
realizados no pombo, usando o 80OH-DPAT ou buspirona como estimulo de treinamento,
demonstrando notével seletividade para drogas com alta afinidade por receptores 5-HT1a

(Barret, 1992). Portanto, esta espécie pode ter um valor consideravel na avaliacdo da
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base neurofarmacoldgica da ansiedade e dos efeitos de drogas ansioliticas (Mansbach e
Barret, 1987; Barret, 1992; Barret e Vanover, 1993).

No entanto em relacdo amodelos com respostas ndo condicionadas de ansiedade
em aves, pouco se encontra na literatura. Os animais testados séo galinhas ou codornas,
geralmente com poucos dias de vida. O modelo mais utilizado € o campo aberto, e assim
como nos modelos com os roedores, o principal indice avaliado € a atividade exploratoria.
Como este comportamento nestas aves consiste em deambulacéo, exploracéo visual e o
bicar o ambiente, e estes comportamentos sdo mais frequentes na gaiola residéncia do
gue no campo aberto, conclui-se que o medo exerce um efeito inibitério sobre a atividade
exploratéria neste modelo. Desta forma, o restabelecimento social e os comportamentos
exploratorios s6 podem ser expressados quando efeitos inibitérios do medo diminuirem
suficientemente, ou seja, passaros que permanecem em siléncio e inativos no campo
aberto sdo considerados mais ansiosos que 0s animais que vocalizam, caminham, ou
exploram o ambiente (Faure e cols., 1983; Jones e Faure, 1991; Mills e cols., 1993; Jones
e Roper, 1997; Clarke e jones, 2000).

Outro modelo utilizado nestas aves € um teste semelhante acaixa claro / escuro
utilizada em roedores, que consiste em uma caixa com dois compartimentos, um claro e
outro escuro, separados por uma porta removivel. O animal é colocado no compartimento
escuro e a porta é retirada. Codornas, geneticamente selecionadas com baixo nivel de
corticosterona plasmética, em resposta a uma breve imobilizacdo mecénica, vocalizam
mais antes da porta abrir, e emitem uma laténcia menor para emergir a cabega e 0 corpo
para o compartimento claro em relacdo aos animais com altos niveis de corticosterona
plasmética (Jones e cols., 1999 b). Além disso, codornas selecionadas em varias
geracdes por apresentar uma curta imobilidade ténica (postura imével, rigidez muscular,
tremores, olhos fechados e pouca responsividade a estimulos externos) em resposta a

uma breve restricdo dos movimentos, emergem a cabeca da caixa para area clara mais
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cedo do que codornas com imobilidade tbnica longa (Jones e cols., 1991). Portanto, o
medo inibe padrbes de comportamentos motivados por outros sistemas e a novidade é
um potente desencadeador do medo. Assim, as galinhas e as codornas tendo o0 medo
aumentado, apresentam as seguintes caracteristicas: congelamento, siléncio, inatividade
em um campo aberto, atraso para emergir a cabeca do compartimento fechado da caixa
para uma area exposta e nao familiar e prolongada duracédo da imobilidade tdnica (Faure
e cols., 1983; Jones e cols., 1991).

Com pintainhos, um estudo que envolveu o estresse social, demonstrou que
ansioliticos conhecidos (meprobamato, pentobarbital, clordiazepdxido, imipramina e
clonidina) atenuaram a vocalizacdo de aflicdo provocada pela separacdo dos
companheiros, enquanto que a buspirona e drogas de acdo ansiogénica (anfetamina,
escopolamina, cafeina, clorpromazina e haloperidol) ndo afetaram este comportamento,
sugerindo que este modelo com galinhas é sensivel a drogas de acdo ansiolitica, exceto
as que atuam no receptor 5-HT1a (Feltenstein e cols., 2004).

No entanto, no pombo que, como indicado anteriormente, demonstra relevancia
para testes com drogas de acdo ansiolitica, ndo existem modelos ndo condicionados de
conflito. Além disso, os indices geralmente analisados nas aves sdo a imobilidade ténica e
as vocalizagbes, comportamentos estes raramente observados no pombo. Parece,
portanto, importante investigar o comportamento espontaneo, ndo condicionado, de
pombos em um novo ambiente como uma possivel alternativa para examinar o efeito de
drogas ansioliticas.

Desta forma, este trabalho teve como objetivo descrever o repertério
comportamental de pombos (Columba livia) submetidos a um novo ambiente. Para tanto
analisamos o comportamento de pombos submetidos a uma gaiola nova semelhante a
uma gaiola-residéncia. Neste ambiente, examinamos: 1) a ocorréncia de habituacdo dos

comportamentos com a repeticdo da exposicdo, 2) os efeitos da associacdo de outros
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estimulos ao novo ambiente e 3) o efeito agudo da administracdo periférica de varias

doses de diazepam.



MATERIAIS E METODOS
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1- ANIMAIS

Utilizou-se pombos de ambos os sexos, criados no Biotério Central da UFSC, com
peso corporal variando entre 300-400 g e mantidos no biotério setorial do CFS-CCB em
gaiolas individuais de arame (50 x 50 x 50 cm, com o assoalho coberto com papel)
dispondo de &gua e alimento granulado para aves (formulacdo para aves em crescimento,
da SUPRA Ltda, Itajai, SC) ad libitum em uma sala com temperatura controlada entre 22-
24°C, um ciclo claro-escuro de 12 horas (luz das 7-19 h) e com acesso visual a outros
animais (machos e fémeas) colocados em gaiolas anexas. Estes animais permaneceram
no biotério setorial do CFS-CCB por pelo menos uma semana antes do inicio dos
experimentos. Este protocolo de pesquisa, cadastrado sob os numeros 149/CEUA e
23080.009607/2002-88, foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animal

(CEUA/UFSC).

2- AMBIENTE

O ambiente ao qual o animal foi submetido sera chamado de GN (gaiola nova), ele
€ composto de uma gaiola de grade de arame, com dimensdes similares a de sua gaiola
residéncia (50 cm de comprimento, 50 cm de altura e 50 cm de largura), porém sem
comedouros, bebedouros ou poleiros (Fig. 1). Esta gaiola esta localizada em uma camara
ao abrigo de sons e da presenca visual de outros animais. Registrou-se, em video, os
comportamentos desses animais por 30 minutos (sessdo) através de uma camera de

video (JVC, GR-AX247, VHS compacta) postada a 150 cm da grade lateral da gaiola.



Figura 1 - Vista anterior da GN.

3- O REGISTRO COMPORTAMENTAL

15

As sessfes registradas em fita VHS compacta, foram observadas duas vezes

(video cassete conectado a uma televisao de 14”). A primeira analise foi para transcrever

a duracdo e a frequéncia de eventos lentos e a segunda para registrar a frequéncia do

comportamento de espiar. Para a realizagdo desta segunda analise utilizou-se também

um microcomputador com o sofware Etholog 2.2 (Ottoni, 2000).

O catalogo comportamental utilizado foi composto pelos seguintes itens:

COMPORTAMENTO

DEFINICAO

PARAMETROS

Locomocéao

O animal
movimentacao corpérea que
resulta em um deslocamento

no espaco.

realiza uma]-

Duracdo = considera-se
como locomocao a partir

de um passo.
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Espiar O animal permanece sem se Duracdo = registra-se o
locomover, porém realiza o tempo desde que o
movimento de arremessar a animal inicia o]
cabeca, do centro para movimento até o]
qgualquer diregcédo, precedido momento que muda de
de um curto movimento no comportamento;
sentido oposto, e finaliza Frequéncia = registra-se
com o retorno a posi¢do quando o animal retorna
inicial. a cabeca a posicdo

inicial.
Imobilidade corporal com|O animal permanece com o Duracdo = registra-se o

movimentos de

(exceto o espiar)

cabeca

corpo imovel, porém realiza
movimentos angulares de
cabeca (rotacdo, inclinacdo

e flexao/extensao).

tempo desde que o
animal inicia o]
movimento até o]
momento que muda de

comportamento.

Imobilidade completa

O animal permanece com o
corpo e a cabeca imovel,
apresentando somente
movimentos respiratorios e

oculares.

Duragéo = registra-se o
tempo desde que o
este

animal inicia

comportamento até o
momento que muda para

outro comportamento.

Auto-limpeza

O animal esfrega o bico ou a

pata nas penas do corpo.

Duracdo = registra-se o
tempo desde que o
animal inicia o]
movimento até o]
momento que muda de

comportamento.

Defecacéo

O animal expele as fezes.

Frequéncia = registra-se
0 numero de vezes que 0

animal expele as fezes.
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4- ETAPA 1: COMPORTAMENTO DE POMBOS EXPOSTOS A UM NOVO AMBIENTE

4.1- Protocolos experimentais

Segundo Feldman e cols. (1997) estudos na area de farmacologia comportamental
devem comecar pelo estabelecimento de procedimentos e medidas para definir uma taxa
de comportamento basal. Portanto, nesta etapa, descrevemos o padrdo comportamental
de pombos submetidos a um novo ambiente, bem como os efeitos de algumas

manipulacdes nesta situacao.

a) O comportamento na GN e sua habituagéo

Para observar os comportamentos do animal quando exposto a uma GN, um
grupo de animais experimentalmente ingénuos (N=10), foi exposto a situacdo acima
descrita. Para investigar os efeitos comportamentais da repeticdo do teste, sete destes
animais foram expostos a esta mesma gaiola em trés sessfes, com um intervalo de sete
dias entre as mesmas. Em dois animais, experimentalmente ingénuos, repetiu-se o teste

trés vezes com um intervalo de dois dias entre as sessoes.
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b) O comportamento na GN: efeitos da associacéo com o ruido branco

Estudos com roedores demonstram que a adigcdo de um som de fundo ao teste de
campo aberto amplifica a resposta de medo dos animais (Nahas, 1999). Em pombos, a
apresentacao de um estimulo sonoro produz uma resposta exploratéria cuja intensidade e
guantidade diminuem rapidamente com a repeticdo do estimulo (Valentinuzzi e Ferrari,
1997). Com o objetivo de analisar os efeitos da associacdo do ruido branco (72 dB) aGN,
um grupo de animais experimentalmente ingénuos (N=4) foi exposto ao ambiente
experimental acima descrito associado ao som de um aparelho de radio fora de
frequiéncias de emissoras locais, em trés sessfes, com um intervalo de sete dias entre as

mesmas.

¢) O comportamento na GN fechada

Na gaiola descrita anteriormente o animal tem acesso visual ao ambiente através
das grades da gaiola. Os roedores tem uma preferéncia inata por ambientes fechados,
possivelmente porque neste ambiente estariam mais protegidos de um perigo em
potencial (Lister, 1990). Com a finalidade de observar se o bloqueio do acesso visual ao
ambiente muda o comportamento dos pombos na primeira exposicdo, um grupo de
animais experimentalmente ingénuos (N=8) foi exposto a uma gaiola cujas paredes foram
recobertas por plastico preto (gaiola fechada). Com base nos resultados dos

experimentos anteriores, observou-se que nos primeiros 10 minutos do teste ocorrem as
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alteracdes comportamentais mais significativas. Desta forma neste protocolo o animal foi

exposto ao ambiente experimental somente durante 10 minutos.

d) O comportamento na GN: os efeitos da administracao intra-peritonial de salina

A administracdo de uma solucdo salina através de injecdo, envolve uma maior
manipulacdo do animal e possivelmente dor, que podem afetar o comportamento do
animal (Sanches, 1996; Nahas, 1999). Com a finalidade de examinar se estes
procedimentos afetam o comportamento do animal exposto a uma GN, administrou-se 1
ml de solucdo salina (NaCl 0,9%) por via intra- peritonial, em um grupo de animais
experimentalmente ingénuos (N=10), 30 minutos antes da exposicdo anova gaiola, em

duas sessoes de 10 minutos de duragédo com um intervalo de sete dias entre as mesmas.

5- ETAPA 2: EFEITO DO DIAZEPAM EM POMBOS EXPOSTOS A UMA GN

Segundo Hascoét e cols. (2001) um dos principais critérios para a validacdo de um
modelo animal de ansiedade é a sensibilidade aos benzodiazepinicos. Portanto, nesta
etapa analisamos os efeitos comportamentais da administracéo sistémica de diazepam ou
veiculo (via i.p.; em um volume de 1 ml) em pombos expostos a GN.

Nesta etapa, para a melhor visualizagdo dos comportamentos os registros dos

experimentos foram realizados com a camera de video postada a 150 cm acima da grade
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superior da gaiola. Deve ser notado que, desta forma o comportamento de defecacao ndo

pbdde ser analisado.

5.1- Drogas

Em um estudo realizado por Kleven e Koek (1999) examinou-se o efeito anti-
conflito de uma variedade de agonistas benzodiazepinicos em pombos e comparou-se
com a relacdo entre as poténcias para produzir o efeito ansiolitico e as doses clinicas em
humanos. Neste trabalho, os animais (privados de alimentos) foram mantidos em um
esquema multiplo de reforcamento que alterna componentes sem puni¢ao (apresentacao
da comida) e com punicdo (apresentacdo da comida associado a um choque). Observou-
se entdo que as doses de 0,16 , 2,5 e 10 mg/ Kg de peso de diazepam aumentam
significativamente a frequiéncia da resposta punida dos animais (sem afetar a resposta no
componente ndo punido) e a porcentagem de animais que mostram aumento significativo
desta resposta em relagéo ao grupo controle sem droga; esse aumento exibiu a forma de
um U invertido dose- dependente. Além disso, essas doses apresentaram uma correlacao
positiva alta (r = 0,90) com as doses efetivas na clinica em humanos.

Utilizamos no presente estudo o diazepam (Roche, Brasil) dissolvido em solucdo
de NaCl (0,9%), nas doses de 0,25 , 0,75 , 2,5 e 7,5 mg/ kg de peso corporal,

administrado por via i.p. 30 minutos antes da segunda exposi¢ao ao teste.
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5.2- Protocolo experimental

a) Os efeitos comportamentais da administracdo sistémica de diazepam ou

veiculo na segunda exposi¢do de pombos a uma GN.

Na primeira etapa deste estudo constatou-se que apdés sete dias da exposicado dos
animais aGN o padrao comportamental da primeira exposi¢cdo é mantido, ou seja, ndo
ocorre habituacdo dos comportamentos registrados na GN. Para evitar que os efeitos da
droga fossem confundidos com um desvio de comportamento individual do animal,
observou-se a necessidade de um pré- teste, para a definicdo do padrdo comportamental
gque cada animal realiza quando colocado no ambiente experimental.

Com o objetivo de investigar os efeitos comportamentais da administracdo
sistémica de diazepam ou veiculo na segunda exposicdo de pombos a uma GN, foram
expostos ao ambiente experimental cinco grupos de animais experimentalmente
ingénuos. Sete dias apos a primeira sessdo administrou-se a dose de 0,25 mg/ Kg de
peso corporal (N= 7), 0,75 mg/ Kg (N= 6), 2,5 mg/ kg (N=7), 7,5 mg/ Kg (N=10) de
diazepam; ou 1 ml de solucéo salina (0,9%) no grupo controle (N=8) e 30 minutos depois
realizou-se o teste. A andlise do efeito do diazepam na segunda sesséo (S2) foi feita em
relacdo ao comportamento realizado na primeira (S1) exposicdo ao teste, utlizando a

seguinte férmula: O = (S2x100/ S1) —100.
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6- ANALISE ESTATISTICA

Os dados para cada manipulagdo foram analisados estatisticamente por
intermédio de uma analise de variancia (ANOVA de uma ou de duas vias com
replicacoes, de acordo com o desenho experimental), seguidas pelo teste (post hoc) de
Duncan. Os dados comportamentais foram submetidos ao teste de Levene, que verificou
a homogeneidade de variancias e a correlacdo entre médias e variancias. Os protocolos
experimentais que mostraram distribuicdo diferente da normal e sem homogenidade
significantes foram: 1) Analise do comportamento na GN, o efeito do ruido branco e 2) Os
efeitos comportamentais da administragéo sistémica de diazepam ou veiculo na segunda
exposicdo de pombos a uma GN. Estes protocolos foram analisados por meio de
procedimentos ndo-paramétricos (ANOVA ndo-paramétrica de uma via de Kruskal-Wallis
seguida por comparacdes entre grupos pelo teste da Mann-Whitney). O nivel de

significAncia adotado nesses procedimentos foi p<0,05.



RESULTADOS
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ETAPA 1

a) O comportamento na GN e sua habituac&o

A atividade mais evidente dos pombos na primeira exposicdo ao ambiente
experimental foi o comportamento de espiar. O animal permanecia sem se locomover,
porém realizando 0 movimento de arremessar a cabeca do centro para qualquer direcéo,
precedido de um curto movimento no sentido oposto, e finalizando com o retorno a
posicao inicial. Na observacao qualitativa de 10 animais expostos pela primeira vez aGN
constatou-se que nos primeiros minutos do teste o comportamento de espiar era bastante
freqliente e a amplitude do arremesso da cabeca era grande. Ao longo do tempo, estas
caracteristicas pareciam diminuir gradativamente. O comportamento de espiar comecgava
a ser intercalado por periodos em que o animal realizava comportamentos de imobilidade
corporal com movimentos de cabeca e a imobilidade completa, que iam aumentando ao
longo da sessdo. Ja a locomocao, a auto- limpeza e a defecacdo ndo demonstraram um
padrdo estavel. Todos os animais analisados realizaram 0s comportamentos de espiar,
imobilidade corporal com movimentos de cabeca, locomocdo e auto- limpeza; os
comportamentos de imobilidade completa e de defecacdo foram apenas ocasionalmente
observados.

Na andlise quantitativa do comportamento de espiar, s6 foi possivel estudar a
freqiéncia e a duracdo deste comportamento, pois ainda dispomos de uma forma de
medir a amplitude de movimento da cabeca do animal. Tanto a duracdo quanto a
freqliéncia do comportamento de espiar sofreram adaptacéo ao longo dos 30 minutos do

teste. A analise de variancia da frequéncia do espiar demonstrou diferencas significantes
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entre os blocos de dois minutos (Fi4135= 4,79; p=0,001), este comportamento era alto
(65,4 + 10,9 movimentos/ 2 minutos) nos primeiros 2 minutos e gradativamente diminuiu,
estabilizando-se no décimo quarto minuto (31,4 + 8,5 movimentos/ 2 minutos). Os valores
deste ultimo periodo foram significantemente menores do que os primeiros dois minutos
(p= 0,002), mas iguais aos ultimos dois minutos do teste (10,5 + 3.7 movimentos/ 2
minutos; p=0,084) (Fig. 2 A). A adaptacao foi observada também quando a freqiiéncia do
espiar era analisada a cada 10 minutos (F, ;= 8,72; p=0,001), pois a soma dos primeiros
10 minutos (269,2 + 34,6 movimentos/ 2 minutos) foi significantemente maior do que o
segundo (132,1 + 26,12 movimentos/ 2 minutos; p=0,002) e o terceiro (116,1 = 23,49
movimentos/ 2 minutos; p=0,001) blocos de 10 minutos (Fig. 2 B).

O mesmo ocorreu na duracéo do espiar (Fi4135= 3,16; p=0,001), nos primeiros dois
minutos o0 animal passava em meédia 94,4 + 6,9 segundos espiando. A duracdo deste
comportamento ia diminuindo, estabilizando-se a partir do décimo quarto minuto (48,6 +
13,7s), que era menor que nos primeiros 2 minutos do teste (p= 0,015) e igual aos ultimos
dois minutos (35,4 + 9,9s) (Fig.2 C). Entretanto na andlise em blocos de 10 minutos, as
diferencas entre estes blocos ndo se mostraram estatisticamente significantes. (Fig. 2 D).

O comportamento de imobilidade com movimentos de cabeca também foi
modificado ao longo da sessdo (Fi4135= 2,08, p=0,016). No entanto em oposi¢do ao
comportamento de espiar, este comportamento seguiu um padrdo crescente. Nos
primeiros dois minutos do teste a duracdo do comportamento de imobilidade com
movimentos de cabeca (14,2 + 6,6 segundos) foi significantemente menor (p=0,039) do
que nos ultimos dois minutos de exposic¢ao (53 + 8,4 segundos) (Fig. 3 A). Além disso,
nos primeiros 10 minutos a duracéo deste comportamento era significantemente menor
(Fra135= 8,29; p=0,001) que o segundo (p=0,001) e o terceiro (p=0,003) bloco de 10
minutos (Fig. 3 B). A duracdo da imobilidade completa também tendeu a aumentar, porém

ndo havia diferengas significantes tanto na analise a cada 2 minutos (Fi4, 135= 1,43; p=
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0,143) (Fig. 3 C) quanto a cada 10 minutos (F,.7= 1;27 p= 0,291) (Fig. 3 D). A locomogéao
e a auto-limpeza néo sofreram alteracdes significantes ao longo da sesséo (Fig. 4), e a
freqUéncia de defecacao era muito varidvel em relacdo ao tempo.

Nas sessOes de registro realizadas sete e quatorze dias (sessdo 2 e 3,
respectivamente) apds a primeira exposicdo do animal ao ambiente experimental,
observou-se que o comportamento de espiar (frequéncia e duracdo) manteve o padrao de
adaptacdo da primeira exposicdo. A analise dos comportamentos em blocos de 2
(frequiéncia Fg270= 0;78 p= 0,771 e duragéo F,g,7,0= 0;67 p= 0,883, Fig. 5 Ae 5D), 10
(frequéncia F4s54= 0;30 p= 0,873 e duracdo F,s,= 0;42 p= 0,787, Fig. 5B e 5 E) e 30
minutos (frequéncia F, 5= 1,07 p= 0,360 e duracgdo F,s= 1,01 p= 0,382, Fig. 5C e 5F)
ndo demonstrou diferencas significantes entre as sessdes. O mesmo ocorreu com a
imobilidade corporal com movimentos de cabeca (2 minutos Fyg.70= 1,01 p= 0,442; 10
minutos F4s,= 0;80 p= 0,528; 30 minutos F,s= 2,54 p= 0,106; Fig. 6 A, B e C) e
imobilidade completa (2 minutos Fog,70= 1,14 p= 0,283; 10 minutos F45,= 0;82 p= 0,512;
30 minutos F;15= 1,40 p= 0,270; Fig. 6 D, E e F) mas os padrbes temporais destes
comportamentos ndo foram tdo estdveis como os do espiar. Portanto, nenhum dos
comportamentos analisados sofreu habituacdo significante ao teste apos sete e quatorze
dias da primeira exposicao.

Nos animais que foram reexpostos ao teste dois e quatro dias ap0s a primeira
exposicao nao foi realizada a analise estatistica devido ao nimero de animais ser muito
pequeno (N=2). No entanto neste estudo observou-se, como no grupo anterior, que na
primeira sessdo os animais sofreram uma adaptacao da freqiiéncia do comportamento de
espiar ao longo da sessdo. Nos primeiros 2 minutos a frequéncia era de em média 96,5 +
5,5 espiar/ 2 minutos e ia gradualmente diminuindo atingindo no ultimo bloco a média de

23,5 + 5,5 espiar/ 2 minutos. Na segunda e na terceira sessao esta adaptagéo pareceu

néo ocorrer(Fig 7 A, B e C). A frequéncia nos primeiros dois minutos € de em média 30 +
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Figura 2 — A frequéncia e a duracdo do comportamento de espiar em pombos
(Columba livia) expostos pela primeira vez a um novo ambiente. Os pontos representam a
média + EPM (n=10) da freqiiéncia do espiar separados por blocos de 2 minutos (A) (* p <0,05 em
relacdo aos primeiros 2 minutos), da soma da frequéncia do espiar a cada 10 minutos (B) (* p
<0,05 em relacdo aos primeiros 10 minutos), da duracdo do espiar separados por blocos de 2
minutos (C) (* p <0,05 em relagdo aos primeiros 2 minutos, Andlise de variancia seguida do Teste
de Duncan) e da soma da durag&o do espiar a cada 10 minutos de exposi¢cdo a um novo ambiente

(D).
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Figura 3 — A duracdo da imobilidade corporal com movimentos de cabeca e da
imobilidade completa em pombos (Columba livia) expostos pela primeira vez a um novo
ambiente. Os pontos representam a média + EPM (n=10) da duracdo da imobilidade com
movimentos de cabega separados por blocos de 2 minutos (A) (* p <0,05 em relagéo aos primeiros
2 minutos), da soma da duracao da imobilidade com movimentos de cabeca a cada 10 minutos (B)
(* p <0,05 em relacdo aos primeiros 10 minutos, Analise de variancia seguida do Teste de
Duncan), da duracdo da imobilidade completa separados por blocos de 2 minutos (C) e da duracéo
da imobilidade completa a cada 10 minutos de exposi¢cdo a um novo ambiente (D).
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Figura 4 — A locomocdao e a auto-limpeza em pombos (Columba livia) expostos pela
primeira vez a um novo ambiente. Os pontos representam a média + EPM (n=10) da locomocao
(A) e da auto- limpeza (B) durante 30 minutos (separados por blocos de 2 minutos) de exposicéo a
um novo ambiente.
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Figura 5 —A freqUéncia e a duracdo do espiar em pombos (Columba livia) expostos
ao teste em trés sessdes a intervalos de sete dias. Os pontos representam a média + EPM
(n=7) da freqliéncia e da duracdo do espiar em blocos de dois (A e D), de dez minutos (Be E) e o
total (C e F) da primeira (), segunda () e terceira (O) exposicdo ao teste.* p <0,05 em relacéo
aos primeiros 10 minutos (Analise de variancia seguida do Teste de Duncan).
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Figura 6 — A imobilidade corporal com movimentos de cabeca e a imobilidade
completa em pombos (Columba livia) expostos ao teste em trés sessdes a intervalos de sete
dias. Os pontos representam a média + EPM (n=7) da imobilidade corporal com movimentos de
cabeca e da imobilidade completa em blocos de dois (A e D), de dez minutos (B e E) e o total (C e
F) da primeira (), segunda (A) e terceira (O) exposicdo ao teste. .* p <0,05 em relacdo aos
primeiros 10 minutos (Analise de variancia seguida do Teste de Duncan).
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Figura 7 —A freqUéncia e a duracdo do espiar em pombos (Columba livia) expostos
ao teste em trés sessdes a intervalos de dois dias. Os pontos representam a média + EPM
(n=2) da frequiéncia do espiar em blocos de dois (A), de dez minutos (B) e o total (C) da primeira
(O), segunda (D) e terceira (O) exposicao ao teste.
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15 na segunda sessdo e de 42 + 4 na terceira. Nestas sessoes, a frequéncia do espiar
pareceu ser mais baixa no primeiro bloco de 2 minutos do que na primeira exposicao,
mantendo-se este comportamento praticamente no mesmo patamar ao longo da sessao,
sugerindo forte habituacdo de um registro para o outro.

Da mesma forma, na analise em blocos de 10 minutos da freqiiéncia de espiar,
observou-se que nos 10 primeiros minutos da primeira sesséo a freqiéncia era de em
média 304+ 5, enquanto que neste mesmo bloco a freqiiéncia na segunda sesséo foi em
média 92,5 + 21,5 e na terceira 91 £+ 25. Além disso a soma da frequéncia total de cada
sessdo, reforgcou as analises anteriores, pois o total da primeira sessao foi em média 543
+ 78 espiar/ 2 minutos, enquanto que na segunda sesséao foi de 168 + 77 e na terceira
163,5 + 47,5 espiar/ 2 minutos. Portanto a frequéncia de espiar pareceu sofrer habitua¢éo
ao teste quando este era realizado com intervalos de dois dias. Em relacdo a duracao do
espiar, esta habituacdo nao foi tdo clara. Os comportamentos de imobilidade corporal com
movimentos de cabeca, a imobilidade completa, a locomocédo e a auto-limpeza foram
bastante varidveis em todas as sessdes, parecendo ndo sofrer habituacdo entre as

mesmas.

b) O comportamento na GN: efeitos da associacdo com um ruido branco.

Neste protocolo, a frequéncia de espiar ndo sofreu adaptacéo ao longo do teste, e
0 mesmo ocorreu na segunda e terceira exposi¢oes (Fig. 8 A e B). Este comportamento
também ndo demonstrou habituacdo entre as sessfes (Fig. 8 C). A comparacao deste

protocolo experimental (com som) com os resultados do protocolo anterior (que nao
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incluia o ruido branco, sem som) demonstrou que a associacdo do som tendeu a diminuir
a freqUéncia do espiar nos primeiros 10 minutos, acarretando numa diferenca no padréo
de adaptacdo deste comportamento. No entanto o mesmo nao apresentou diferencas
significantes entre os dois protocolos nos blocos de 10 minutos na primeira (H 1,,=2,89;
p=0,080), na segunda (H ;1:,=2,28; p=0,130) e na terceira sessao (H;1;=1,75; p=0,185)
(Fig. 9 A).

A adaptacdo da duracdo do espiar (Fig. 8 D, E e F), do comportamento de
imobilidade corporal com movimentos de cabeca, da imobilidade completa e da auto-
limpeza néo foi observada ao longo do teste em nenhuma das sessfes e nem habituagéo
entre as mesmas. Estes comportamentos nao foram significantemente diferentes dos
observados no protocolo experimental que nao incluia a associa¢ao do ruido branco (sem
som) na primeira, segunda e terceira sesséo e entre o total das sessoes (Fig. 9B e C, 10
AeC).

Neste protocolo, a duracédo da locomoc¢&o ndo demonstrou adaptacdo ao longo da
sessdo, nem habituacdo entre as sessdes. Entretanto, a locomog¢édo nos primeiros 10
minutos da primeira e terceira sessdes foi menor (H 11,=4,34; p=0,037 e H ;,,=3,95;
p=0,046 respectivamente) em relacdo aos mesmos periodos no protocolo sem som.
Portanto a associa¢ao do ruido branco diminuiu a duracéo da locomocao nos primeiros 10

minutos da primeira e da terceira sesséo (Fig. 10 B).

¢) O comportamento na GN fechada

Quando os animais foram expostos a uma gaiola cuja as paredes foram recobertas

por plastico preto (fechada) por um periodo de 10 minutos, observou-se um padrdo de
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pouca adaptacdo dos comportamentos ao longo deste periodo, semelhante aos animais
expostos a GN aberta. Na andlise do total dos blocos a freqiiéncia do espiar na gaiola
aberta e na fechada ndo demonstrou diferengas significantes primeira (F1106=0,09;
p=0,760), embora a duragdo do espiar na GN aberta tendeu a ser maior do que na gaiola
fechada (Fy106=3,35; p=0,069) (Fig. 11 A e B).

Na analise da soma dos blocos da duracdo da imobilidade corporal com
movimentos de cabeca observou-se que 0s animais expostos a gaiola fechada gastavam
mais tempo realizando este comportamento do que os expostos a gaiola aberta (Fi 16
=7,37; p=0,015) (Fig. 11 C). Os demais comportamentos n&o sofreram alteragbes ao
longo do tempo nem apresentaram diferencas dos animais expostos agaiola aberta. Em
resumo a restricdo visual imposta pela gaiola fechada aumentou significantemente a
duracédo total do comportamento de imobilidade corporal com movimentos de cabeca,

sem afetar os demais comportamentos analisados.

d) O comportamento na GN: os efeitos da administracdo intra-peritonial de salina

A exposicdo por 10 minutos de pombos (N=10) a GN apés a administracdo da
solucdo salina ndo apresentou diferencgas significantes em nenhum comportamento entre
a primeira e segunda sessdo. As meédias da frequéncia do espiar, da imobilidade
completa, da duracdo da locomoc¢éo e da duracdo da auto-limpeza ndo demonstraram
diferencas estatisticamente significantes nas duas sessfes em relagdo ao grupo controle
(Fig. 12 A, D, E e F). Entretanto, a duracdo do espiar no grupo salina foi menor na
primeira (p=0,008) e na segunda sessédo (p=0,021) em rela¢do ao grupo controle (Fig. 12

B), enquanto o oposto ocorreu na duracdo da imobilidade corporal com movimentos de
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cabeca, que foi maior no grupo salina do que no controle em ambas as sessdes (1°:
p=0,001 e 2°: p=0,006) (Fig. 12 C). Portanto a administracdo de salina parece reduzir

ocorréncia do comportamento de espiar e aumentar a imobilidade corporal com

movimentos de cabeca.

ETAPA 2

a) Os efeitos comportamentais da administracdo periférica de Diazepam ou

veiculo na segunda exposi¢cao de pombos aGN.

O teste de Kruskal- Wallis indicou que nenhum comportamento demonstrou
diferencas significantes entre a primeira e a segunda sesséo, tanto no grupo controle,
como nos grupos em que foram administrados as doses de 0,25 e 0,75 mg/ Kg de peso
de diazepam. No grupo em que foi adminstrada a dose de 2,5 mg/Kg de diazepam antes
da segunda sessdo, a frequéncia (H, 1, =5,02; p=0,025) e a duracéo (H; 1, =6,56; p=0,010)
do espiar e a duragédo da locomogéo (H, i, =4,68; p=0,030) diminuiram, enquanto que a
imobilidade completa (H;:, =4,16; p=0,041) aumentou em relacdo ao observado na
primeira exposi¢cdo (sem qualquer injecdo). No grupo que recebeu a maior dose (7,5
mg/Kg) a freqiéncia (H; 20 =7,47; p=0,006) e a duracdo (H; =8,59; p=0,003) do espiar e
a duragéo da imobilidade com movimentos de cabega (H; 2 =7,00; p=0,008) diminuiram
enquanto que a imobilidade completa aumentou (H; »0=11,54; p=0,001), sugerindo que os
comportamentos realizados na GN sejam sensiveis somente as doses 2,5 e 7,5 mg/Kg de

peso corporal de diazepam.



Figura 8 —A freqiiéncia e a duracéo do espiar em pombos (Columba livia) expostos ao
teste associado a um ruido branco em trés sessdes a intervalos de sete dias. Os pontos
representam a média + EPM (n=4) da freqiiéncia e da duracdo do espiar em blocos de dois (A e

D), de dez minutos (B e E) e o total (C e F) da primeira (), segunda () e terceira (O) exposicao
ao teste associado a um ruido branco.
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Figura 9— A frequéncia e duracdo do espiar e a imobilidade corporal com movimentos
de cabeca em pombos (Columba livia) expostos ao teste e este associado a um ruido branco
em trés sessdes a intervalos de sete dias. Os pontos representam a média + EPM (n=4) em
blocos de dez minutos e o total da primeira (0), segunda () e terceira (O) exposi¢cdo ao teste
(sem som) e este associado a um ruido branco (com som) da frequiéncia do espiar (A), da duragéo
do espiar (B) e da imobilidade corporal com movimentos de cabeca (C).
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Figura 10 — A imobilidade completa, a locomocdo e a auto-limpeza em pombos
(Columba livia) expostos ao teste e este associado a um ruido branco em trés sessdes a
intervalos de sete dias. Os pontos representam a média £+ EPM (n=4) em blocos de dez minutos
e o total da primeira (), segunda (A) e terceira (O) exposicdo ao teste (sem som) e este
associado a um ruido branco (com som) da imobilidade completa (A), da locomocao (B) e da auto-
limpeza (C). .* p <0,05 em relacdo aos primeiros 10 minutos da primeira e terceira sessédo do
protocolo com som (Kruskal-Wallis).
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Figura 11 —A freqUéncia e duracdo do espiar e a duracdo da imobilidade corporal com
movimentos de cabeca em pombos (Columba livia) expostos a gaiola aberta ou a fechada.
Os pontos representam a média + EPM de animais expostos a gaiola aberta (n=10) ou a gaiola
fechada (N=8) em blocos de dois minutos e a soma total dos blocos da freqiiéncia (A) e da duracéo
(B) do espiar e da imobilidade corporal com movimentos de cabeca (C). * p <0,05 em relagcédo ao
total da gaiola aberta (Andlise de variancia).
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Figura 12 —-O comportamento de pombos (Columba livia) expostos a GN apo6s a
administracdo de salina. As barras representam a média =+ EPM da freqiiéncia (A) e da duracéo
(B) do espiar, da imobilidade corporal com movimentos de cabeca (C), da imobilidade completa
(D), da duracdo da locomocéo (E) e da duracdo da auto-limpeza (F) de animais expostos a GN
ap6s a administracdo intra-peritonial de 1ml de salina (n=10) e o grupo controle (N=7) que foi
somente exposto aGN, na primeira sessao (S1) e na segunda sessao (S2). * p <0,05 em relacéo a
mesma sessdo no grupo salina (Analise de variancia seguida do teste de Duncan).
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Comparamos também os valores dos D (onde D=(S2x100/ S1)-100, ver materiais e
métodos) de cada grupo com o grupo em que foi administrado o veiculo. O teste de
Kruskal- Wallis indicou que a duracdo da imobilidade completa (H43s =19,70; p=0,001) foi
0 Unico comportamento que demonstrou diferencas significantes entre os grupos.
Somente as duas doses mais altas de diazepam aumentaram significantemente (2,5
mg/Kg: p=0,008 e 7,5 mg/Kg: p=0,004) a imobilidade completa em relacdo ao grupo
controle (Fig. 13).

Na analise qualitativa dos comportamentos, chamou a atencdo o fato de que
imediatamente apds a administracdo da dose mais alta de diazepam, quando os animais
foram recolocados em suas gaiolas-residéncia, eles demonstraram dificuldade de
locomocao e sonoléncia (a cabeca permaneceu fletida e apoiada sobre o peito, com o
pescoco retraido e 0 movimento de piscar os olhos era lento). Estes comportamentos se
mantiveram durante os trinta minutos que antecederam o teste. De forma notavel quando
estes animais foram reexpostos a GN a dificuldade de locomogéo e a sonoléncia ndo

foram observados.
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Figura 13- O efeito do diazepam em pombos expostos a GN. O eixo Y apresenta o
valor de [0 =(S2x100/ S1)-100, os pontos representam a média do [0 + EPM da freqiiéncia do espiar
(A), da duracéo do espiar (B), da duragdo da imobilidade corporal com movimentos de cabeca (C),
da duracdo da imobilidade completa (D), da duracdo da locomoc¢édo (E) e da duragdo da auto-
limpeza em um grupo de pombos que recebeu 1 ml de solucdo salina (N=8) ou diazepam nas
doses de 0.25 (N=7), 0.75 (N=6), 2.5 (N=7) ou 7.5 (N=10) e expostos aGN. * p <0,05 em relacéo
ao veiculo (Andlise de varidncia seguida do Teste de Duncan).
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Para o desenvolvimento de um modelo animal de ansiedade, uma questao
essencial é que medidas devemos considerar como indicadores do medo. Os modelos
tradicionais, a maior parte com roedores, geralmente utilizam o comportamento
exploratério como indice de ansiedade (Lister, 1990; Palanza, 2001). Na exposi¢do de
pombos a uma gaiola nova (GN), independente do protocolo ou da sessdo 0s animais
permaneceram a maior parte do tempo do teste sem se locomover. Dessa forma, no
presente trabalho, a atividade exploratéria de pombos foi caracterizada por movimentos
de cabeca: o espiar (movimentos balisticos) ou movimentos angulares (flexdo, extensao,
inclinacdo e rotacdo). Na primeira exposicdo de pombos a uma GN semelhante agaiola
residéncia e localizada numa sala ao abrigo de sons e de acesso visual aos outros
animais, o espiar foi o comportamento mais freqiente, e este comportamento sofreu
adaptacéo, diminuindo ao longo dos 30 minutos de exposi¢ao. A imobilidade corporal com
movimentos de cabeca demonstrou um padrdo oposto ao espiar, aumentando ao longo
da sessao. Podemos, entéo, sugerir que este Ultimo comportamento e o espiar refletem a
intensidade da atividade exploratéria. O espiar, que € um movimento amplo da cabeca
demonstraria uma exploracdo intensa, enquanto que a imobilidade com movimentos de
cabeca (movimentos mais discretos) uma diminuicdo da exploracdo culminando no
aumento da incidéncia de periodos de imobilidade completa.

Um dos testes utilizados para a sele¢édo de drogas ansioliticas é o teste de campo
aberto. Este aparato consiste em uma area aberta nova cuja fuga é impedida por paredes
circundantes (Nahas, 1999; Choleris e cols., 2001). Assim, podemos considerar o teste
desenvolvido neste estudo como uma forma de campo aberto. Como este teste envolve a
captura do animal, uma breve restricdo dos movimentos, o sUbito isolamento e a
exposicdo a novidade, fatores que podem provocar medo (Faure e cols., 1983; Mills e
cols., 1993; Jones e cols., 1999a; Nahas, 1999; Clarke e Jones, 2000; Wall e Messier,

2001) poderiamos sugerir que o espiar seria um bom indice de ansiedade. Deste modo,
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0s animais exploram o ambiente ou se tornam ativos, porque estariam amedrontados e
com a exploragdo continuada, somada a auséncia de outras mudancas ambientais
contingentes, o medo diminui. O mesmo ocorreu em camundongos expostos ao campo
aberto por trinta minutos, onde os comportamentos motivados por medo e/ ou ansiedade
foram altos durante os primeiros 10 minutos do teste, quando a tigmotaxia e a avaliacdo
de risco foram muito altas. O Ultimo, por sua vez, assim como 0 espiar, comec¢ou alto e
claramente declinou com o tempo (Choleris e cols., 2001). No entanto, em galinhas e
codornas 0 medo aumentado é associado com o congelamento, siléncio e inatividade no
campo aberto (Faure e cols., 1983; Jones e cols., 1991; Jones e Roper, 1997; Marin e
cols., 1997; Nahas, 1999), sugerindo que os comportamentos de restabelecimento social
e exploragdo s6 podem ser expressados quando os efeitos inibitérios do medo diminuem
suficientemente (Faure e cols., 1983; Mills e cols., 1993; Jones e cols., 1999b).

No registro realizado sete e quatorze dias ap6s o primeiro teste, o animal manteve
0 mesmo padrdo comportamental da primeira exposi¢cdo, sugerindo que apos este
periodo o ambiente voltou a ser “novo” para o animal. Quando o intervalo entre as
sessoes foi de dois dias a frequéncia de espiar pareceu sofrer habituagdo na segunda e
terceira sessotes, sugerindo que uma semana pode ser tempo suficiente para o animal
“esquecer” o primeiro teste, ou ainda, que o teste ndo foi suficientemente estressante ou
relevante para ser consolidado na memoria.

Um estudo com camundongos no labirinto em cruz elevado (LCE), mostrou que
em re-exposicoes feitas apos 7 e 14 dias, os comportamentos exploratérios e locomotores
assim como o farejar, o ficar em pé, as entradas nos bracos fechados, e o total de
entradas nos bracos (abertos e fechados) permaneceram no mesmo patamar observado
na primeira exposicdo ao teste. Portanto estes comportamentos ndo habituaram com a
repeticdo do mesmo. No entanto, a postura de alongamento atento (SAP), a inclinacdo da

cabeca (head- dipping), ambos na area aberta e as entradas na area aberta, diminuem
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com a repeticdo do teste, indicando que o nivel de ansiedade aumentou
progressivamente com a repeticdo das exposi¢cdes (Espejo, 1997). Estes dados podem
sugerir que os comportamentos analisados no presente estudo refletem atividade
locomotora e/ ou exploratéria, e ndo comportamentos defensivos ou provocados por
medo.

A associacdo de um ruido branco a GN, demonstrou uma tendéncia a diminuir o
espiar em todas as sessOes, principalmente nos primeiros 10 minutos de exposicéo,
alterando o padrdo de adaptacdo deste comportamento, que ocorria sem a associacao
deste estimulo, ou seja, a diferenga que havia entre os blocos de 10 minutos desapareceu
com a associacdo do som. A duracdo da locomoc¢do diminuiu significativamente nos
primeiros 10 minutos da primeira e na terceira sessdo. Portanto, a apresentacdo deste
possivel estimulo aversivo, 0 som, poderia gerar medo e suprimir a atividade exploratoria
em todas as sessfes. No entanto, em um outro estudo com pombos, a apresentacédo de
um estimulo sonoro de 83-85 dB durante 1 segundo, a cada 30 segundos de intervalo,
produziu uma resposta exploratdria intensa, que consistiu em orientacdo para diferentes
pontos através da rotacdo da cabeca, extensdo do pescocgo, fixacdo ou alerta. Neste
estudo, a intensidade e a quantidade destes comportamentos diminuiram rapidamente
com a repeticdo do estimulo (Valentinuzzi e Ferrari, 1997).

Quando a GN teve suas paredes recobertas por um plastico preto impedindo o
acesso visual da sala de experimento, 0s animais permaneceram mais tempo em
imobilidade corporal com movimentos de cabeca do que os expostos a uma GN aberta.
Quanto a roedores sabe-se que estes preferem ambientes escuros e fechados (Holmes e
cols., 2001; Hascoét e cols., 2001; Bourin e Hascoét, 2002). Estudos com aves, galinhas
e codornas, sugerem que estes animais também tém esta preferéncia (Jones e cols.,
1991; Jones e cols., 1999b). No entanto, em relacdo aos pombos ndo conhecemos

estudos semelhantes. Além disso, o pombo, ao contrario das galinhas e das codornas, &
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um animal voador, sugerindo que o seu comportamento de defesa diante de um predador
(especialmente os terrestres) seria voar, neste caso um ambiente aberto seria menos
ameacador do que um fechado. Dessa forma, fechar a GN aumentaria o nivel de estresse
imposto pelo teste, e entdo este aumento do medo poderia suprimir a exploracéo,
substituindo um comportamento que reflete uma atividade exploratdria intensa, como o
espiar, por um de menor intensidade, a imobilidade corporal com movimentos de cabeca.
Por outro lado, o aumento da imobilidade corporal com movimentos de cabecga poderia
ser resultado da “pobreza” do aparato. O teste de campo aberto tem sido criticado, por ser
um aparato “pobre” que ndo estimula a atividade exploratoria (Genaro e Schmidek, 2000).
Deste modo, o impedimento do acesso visual ao ambiente através do fechamento das
paredes circundantes da GN pode tornar o ambiente experimental ainda mais “pobre”,
ndo sendo suficientemente aversivo, fazendo com que a atividade exploratéria diminua.

Os animais que receberam, por via intra-peritonial, 1 ml de solucéo salina e 30
minutos depois foram expostos aGN, demonstraram também uma diminui¢do da duracéo
do espiar e um aumento da imobilidade corporal com movimentos de cabeca, em relacdo
aos animais do grupo controle. Assim, os protocolos que envolveram manipulagbes dos
animais ou do ambiente (o ruido branco, o fechamento da gaiola e a administracdo de
salina) pareceram aumentar o comportamento de imobilidade corporal com movimentos
de cabeca e tenderam a diminuir o espiar, sugerindo que todas estas manipulacdes
podem aumentar o componente aversivo do teste, diminuindo comportamentos
exploratérios.

A segunda etapa deste estudo envolveu a administracdo do diazepam, com a
finalidade de esclarecer se os comportamentos observados na GN seriam motivados pelo
medo. A comparacdo dos comportamentos realizados na primeira e na segunda sessao
demonstrou que somente as doses mais altas de diazepam (2,5 e 7,5 mg/Kg de peso

corporal) afetaram o0s comportamentos da segunda exposicdo. A andlise do D, que
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permitiu verificar a diferenca relativa entre a segunda sessdo e a primeira, além de
comparar esta diferenca com o grupo em que foi administrado o veiculo, indicou que este
teste s6 € sensivel a doses mais altas e que o Unico comportamento afetado foi a
imobilidade completa, que aumentou em relacdo ao grupo controle.

Os dados da etapa anterior sugeriram que o medo inibe a atividade exploratéria no
pombo. Desta forma, um possivel efeito de doses ansioliticas de diazepam deveria ser a
reversdo da inibicdo destes comportamentos. Neste teste, isto poderia ser representado
por um aumento da atividade exploratdria, 0 que ndo ocorreu com nenhuma dose
administrada de diazepam.

Por outro lado, poderiamos supor que este aumento da imobilidade completa seria
um efeito “ansiolitico” das doses mais altas de diazepam. Isto poderia ser verdade se a
imobilidade aumentada representasse uma ocorréncia mais precoce da fase de
adaptacdo a GN, ja que ao longo do tempo do teste a imobilidade aumenta e no final
deste periodo supostamente o animal esta com um nivel menor de medo. Entretanto, no
presente estudo, esta proposta do aumento da imobilidade como indice de efeito
ansiolitico pode ser negada pela andlise qualitativa do comportamento logo apés a
administragdo da dose mais alta, que indicou claramente efeitos sedativos (sugerindo que
0 aumento da imobilidade possa ser devido a tais efeitos). Efeito semelhante ocorreu no
estudo do Rager e colaboradores (1986) com pintainhos, que examinou os efeitos do
clordiazepéxido (uma droga que atua sobre o receptor BZD) na imobilidade ténica
(considerada como uma resposta inata de medo). As doses de 5, 10 e 20 mg/ Kg de peso
corporal desta droga produziram um paradoxal aumento dose-dependente na duracéo da
imobilidade tbnica e um significativo aumento no limiar de eletro-choque para reverter este
comportamento. Estes resultados foram independentes do efeito sedativo e/ou relaxante
muscular da droga, pois esta ndo induziu maior inatividade, ataxia, queda da cabeca ou

da postura, fechamento dos olhos ou perda do padréo vertical.
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Além disso, 0 espiar, que parece ser uma resposta anovidade do ambiente (pois
diminui a medida que o animal se adapta ao mesmo) e que lembra a avaliacdo de risco
realizada por roedores em situacfes de conflito, ndo foi afetado por nenhuma dose de
diazepam. Isto sugere que esta resposta ndo foi desencadeada por um processo
vinculado a mecanismos de comportamento defensivo (ou ao medo) mas a mecanismos
relacionados a outros dominios funcionais (curiosidade, exploracao, atencao, alerta, etc.).

Vale notar que as doses de diazepam utilizadas no presente estudo (0,25, 0,75,
2,5 e 7,5 mg/ Kg de peso corporal) estdo na mesma faixa das doses (0,16 , 2,5 e 10
mg/kg) que demonstraram efeitos “ansioliticos” (aumento da resposta punida) e néo
sedativos (ndo afeta a resposta ndo punida) no modelo condicionado com pombos
realizado por Kleven e Koek (1999). Em pintainhos no campo aberto, doses semelhantes
de diazepam (0.05, 0.1, 0.2 mg/ Kg) ndo afetaram a laténcia para a deambulagéo, a
atividade locomotora (nimero de quadrados cruzados), o numero de tentativas de fuga do
aparato (pulos) e o numero de defecagdes, enquanto que as doses de 0.5 e 1 mg/ Kg
induziram claramente a efeitos sedativos (aumentou a laténcia para deambular e diminuiu
0 numero de tentativas de fuga e a defecacdo) (Marin e cols., 1997). Portanto, a
observacdo de comportamentos espontdneos em pombos e galinhas pode ser mais
sensivel em revelar efeitos sedativos dos BZDs, detectando-os em doses mais baixas que
aquelas apontadas pelos métodos operantes. Por outro lado, o ambiente da GN poderia
recrutar niveis mais baixos de atividade geral ou motivacdo se comparado ao modelo
condicionado. Neste caso, efeitos ansioliticos ndo poderiam ser detectados (ja que ndo ha
um grande componente de medo a ser afetado pelos ansioliticos) e os efeitos sedativos o
seriam em doses mais baixas. Em resumo, henhum comportamento analisado na GN,
inclusive o espiar, parece ser desencadeado pelo medo. Parece, entdo, importante
investigar outras manipulacbes ambientais em pombos que gerem comportamentos

espontaneos que reflitam medo e/ou conflito neste animal.
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