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Resumo

Ha um interesse crescente na base genética e fisiolégica das diferencas
comportamentais entre os individuos, nomeadamente no campo da personalidade
animal. Os genes dos recetores dopaminérgicos tém sido frequentemente usados
como genes candidatos para explicar as diferencas de personalidade. Um bom
exemplo disso, € 0 gene do recetor dopaminérgico D4 (RDD4) sobre o qual se tém
desenvolvido diversos trabalhos em aves para testar se os polimorfismos neste recetor
se relacionam com variacdes do comportamento/ personalidade animal, o que mostra
o interesse da comunidade cientifica por esta questdo, mas os resultados sdo ainda

bastante contraditrios para derivar conclusdes gerais.

Neste trabalho testo relagbes entre o sistema dopaminérgico e comportamento
em aves usando uma abordagem alternativa, manipulando experimentalmente a
atividade dos recetores dopaminérgicos. O principal objetivo do presente estudo é
avaliar qual o impacto que a manipulacdo do sistema dopaminérgico tem em
comportamentos que fazem parte de tragos de personalidade de uma espécie de ave,

0 bico-de-lacre-comum (Estrilda astrild).

Selecionei um agonista D1 (SKF 38393) e um antagonista D1 (SCH 23390)
com afinidade para os recetores dopaminérgicos da familia do tipo D1, e um agonista
D2 (Quinpirole) e um antagonista D2 (Spiperone) com afinidade para os recetores da
familia D2, e administrei cada um destes compostos por via de injecéo intramuscular.
Realizei depois dois testes de comportamento: um teste de objeto novo e alimentagéo,
amplamente utilizado em aves para avaliar neofobia ou comportamento alimentar, e 0

teste do espelho, que nesta espécie avalia o tipo de resposta a estimulos sociais.

No teste do objeto novo, tanto o tratamento com o antagonista D1 como com o
agonista D2 levaram a uma diminuicdo da atividade locomotora dos individuos. O
antagonista D1 provocou também um aumento do tempo que os individuos

permaneceram no comedouro, possivelmente indicando aumento de alimentacgéo.

No teste do espelho, com o antagonista D2 verificou-se uma diminuicdo do
tempo que os individuos passam a olhar na direcdo do espelho e também uma
diminuicdo da atividade locomotora, sendo que passam mais tempo em
comportamentos que denotam algum desinteresse pelo espelho, que pode ser
interpretado como uma diminuicdo da motivacdo social. Os efeitos do sistema D1

(agonista e antagonista) demonstraram-se relevantes na diminuicdo da atividade
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locomotora, passando os individuos muito do tempo de teste em situa¢do de repouso

ou de limpeza/ higiene.

Em conclusédo, com os resultados obtidos neste trabalho posso inferir que
efetivamente o sistema dopaminérgico esta envolvido nos processos relacionados com
a motivagéo social, o comportamento alimentar e a atividade locomotora do bico-de-

lacre-comum (Estrilda astrild).

Palavras-chave

bico-de-lacre-comum (Estrilda astrild), dopamina, perfis comportamentais, teste do
espelho, sociabilidade, teste do objeto novo, aversdo ao risco, agonista D1,

antagonista D1, agonista D2, antagonista D2
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Abstract

There is a growing interest in the genetic and physiological basis of behavioral
differences between individuals, particularly in the field of animal personality. The
dopaminergic receptor genes have often been used as candidate genes to explain
personality differences. A good example of this is the dopaminergic receptor D4 gene
(DRD4) on which several studies have been carried out in birds to test if the
polymorphisms in this receptor are related to animal behavioral / personality variations,
which shows the interest of the scientific community by this question, but the results

are still quite contradictory to derive general conclusions.

In this work | test the relationships between the dopaminergic system and
behavior in birds using an alternative approach, experimentally manipulating the
activity of dopaminergic receptors. The main objective of the present study is to
evaluate the impact of manipulation of the dopaminergic system on behaviors that are
part of the personality traits of a species of bird, the common waxbill (Estrilda astrild).

| selected an agonist D1 (SKF 38393) and a D1 antagonist (SCH 23390) with
affinity for the dopaminergic receptors of the D1 family, and a D2 agonist (Quinpirole)
and a D2 antagonist (Spiperone) with affinity for the receptors of the D2 family, and
administered each of these compounds by intramuscular injection. | then conducted
two behavioral tests: the novel object test and feeding, widely used in birds to evaluate
neophobia or feeding behavior, and the mirror test, which in this species evaluates the

type of response to social stimuli.

In the novel object test, both the treatment with the D1 antagonist and with the
D2 agonist led to a decrease in the locomotor activity of the individuals. The D1
antagonist also caused an increase in the time individuals remained at the feeder,

possibly indicating an increase in feeding motivation.

In the mirror test, with the D2 antagonist, there was a decrease in the time
individuals look in the direction of the mirror and also a decrease in the locomotor
activity, being that they spend more time in behaviors that denote some disinterest in
the mirror, which can be interpreted as a decrease in social motivation. The effects of
the D1 system (agonist and antagonist) have been shown to be relevant in decreasing
locomotor activity, with subjects experiencing much of the test time in rest or grooming

activities.
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In conclusion, with the results obtained in this work | can infer that effectively
the dopaminergic system is involved in processes related to social motivation, feeding

behavior and locomotor activity of the common waxbill (Estrilda astrild).

Keywords

common waxbill (Estrilda astrild), dopamine, behavioral profiles, mirror test, sociability,

novel object test, risk aversion, agonist D1, antagonist D1, agonist D2, antagonist D2
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1. Introducao

1.1. Dopamina: funcéo e principais vias de sinalizagcao

A dopamina (DA) € um neurotransmissor monoaminérgico pertencente a
familia das catecolaminas (Carlsson et al. 1962). Esta envolvido numa série de
processos fisioldgicos (neuroguimicos e neurohormonais) e comportamentais que
incluem cognicdo, comportamento sexual, coordenacdo, humor, motivacdo e
recompensa (Baskerville e Douglas 2010). Também desempenha um papel de enorme
relevancia ao nivel da ingestdo alimentar, da regulacdo enddcrina e da atividade

locomotora (Missale et al. 1998).

O sistema dopaminérgico é altamente conservado em vertebrados,
notoriamente conhecido como modulador de comportamento. Por exemplo, é sabido
gue a manipulacdo da dopamina influencia o processo de tomada de decisédo (van
Gaalen et al. 2006; St. Onge et al. 2010, 2011; St. Onge e Floresco 2009), a resposta
a estimulos de incentivo (Darvas et al. 2014; Flagel et al. 2007, 2011a, 2011b), a
memoria funcional (Floresco e Magyar 2006; Takahashi et al. 2012), assim como a
apropriacdo da resposta a cada contexto especifico (Heimovics e Riters 2008). Para
além disso, tem sido demonstrado ser um dos responsaveis por modular
comportamento social, estabelecendo a sua influéncia, por exemplo, no estatuto social
(Martinez et al. 2010; Morgan et al. 2002; Nader et al. 2012), na dominancia social
(Cervenka et al. 2010), na agressividade em contexto sexual (Rodriguez-Arias et al.
1998), assim como ao nivel da preferéncia por determinado parceiro e da formacéao de
pares (Aragona et al. 2006; Gingrich et al. 2000; Smeltzer et al. 2006; Wang et al.
1999). Além disso, alterando a atividade da dopamina através da manipulacdo dos
recetores tipo D1 e tipo D2, varios estudos demonstram que esta envolvida em
mecanismos de recompensa e nos processos de avaliacdo de risco (St. Onge et al.
2010, 2011; St. Onge e Floresco 2009), reforco de comportamento (Berridge e
Robinson 1998; Heimovics et al. 2009) e em respostas antecipadas a estimulos
associados a recompensas (capacidade de previsdo ou antecipacao) (Heimovics et al.
2009). Além disso, a dopamina influencia tomadas de decisdo, através da ativacdo
seletiva dos recetores de tipo D1 ou tipo D2, promovendo escolhas arriscadas, ao
passo que blogueando esses mesmos recetores (dai em diante diminuindo a atividade
dopaminérgica) favorece um comportamento de aversao ao risco (St. Onge e Floresco
2009). Os recetores tipo D1 e tipo D2 fornecem contribuicbes complementares para o

processo de tomada de decisdo (St. Onge et al. 2011): a atividade do recetor D1


https://pt.wikipedia.org/wiki/Neurotransmissor
https://pt.wikipedia.org/wiki/Monoamina
https://pt.wikipedia.org/wiki/Catecolamina
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influencia a avaliacdo de custo / beneficio, ajudando os animais a superar certos
custos associados a recompensas maiores, aceitando o custo de intera¢cdes correntes,
tendo em vista maximizar os seus ganhos a longo prazo. No entanto, a atividade do
recetor D2, ajuda a diminuir o impacto imediato que algumas recompensas ou
estimulos associados a previsdo de recompensa podem ter sobre o processo de
escolha, facilitando o ajuste comportamental as mudancas nas condicdes (St. Onge et
al. 2011).

Para que todas estas funcdes sejam garantidas € importante desenvolver uma
série de vias de sinalizagdo. Desta forma, no sistema dopaminérgico existem quatro
vias principais de sinalizagdo (Figura 1): a via tubero-infundibular, a via nigrostriatal, a
via mesocortical e a via mesolimbica (Fuxe 1965; Ungerstedt 1971). A via tdbero-
infundibular, que se refere a um grupo de neurdnios dopaminérgicos que se localizam
no nucleo arqueado do hipotalamo e que se projetam para a eminéncia mediana,
controla a secrecdo de prolactina da glandula pituitaria anterior (Weiner e Ganong
1978). A via nigroestriatal consiste nos neurénios cujos corpos celulares tém origem
na substancia nigra e terminam no corpo estriado dorsal (Wise 2009; Yetnikoff et al.
2014). Esta area esta relacionada com o movimento, uma vez que a degeneracao
destas proje¢cdes demonstrou ser a causa da doenca de Parkinson; caracterizada por
tremores, rigidez e movimento geral involuntario (Barbeau 1962). Recentemente, foi
demonstrado que esta regido também é importante no comportamento alimentar
(Robinson et al. 2007; Sotak et al. 2005; Volkow et al. 2002). Relativamente aos
neurénios dopaminérgicos da via mesocortical, estes projetam-se desde a area
tegumentar ventral (ATV) até os lobos frontais do cérebro, particularmente o cortex
pré-frontal, e estdo envolvidos na cogni¢cdo e emocao (Bidwell et al. 2011; Malenka et
al. 2009). Por fim, os neurdnios da via mesolimbica também se originam na area
tegumentar ventral, mas inervam o corpo estriado ventral, também conhecido como
ndcleo accumbens (lkemoto 2010). Esta via estd implicada nos processos de

recompensa e no prazer (Berridge e Kringelbach 2015; Malenka et al. 2009).
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Fig. 1 — Vias de sinalizagdo de dopamina no cérebro humano e ilustragdo das
principais projecdes dopaminérgicas no sistema nervoso central (Obtida de
cnsforum.com)

Anomalias nas vias dopaminérgicas centrais contribuem para o
desenvolvimento de diversas doencas neuropsiquiatricas, tais como a doenca de
Parkinson, transtorno de hiperatividade com défice de atencdo (THDA), esquizofrenia,
transtorno bipolar, transtorno de compulséo alimentar e adicdo/dependéncia (Davis et
al. 2008; Horschitz et al. 2005; Kienast e Heinz 2006; Koob e Le Moal 2008; Volkow et
al. 2007; Wise 1998) em humanos.
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1.2. Mecanismos de transmissdo dopaminérgica — 0s recetores tipo
D1 e tipo D2

Os mecanismos envolvidos na neurotransmissdo dopaminérgica sao
complexos e incluem diversos componentes, sendo que uma parte essencial decorre
da funcdo de recetores pré e poOs sinapticos. Existem cinco subtipos principais de
recetores dopaminérgicos (D1, D2, D3, D4 e D5), que pertencem a duas familias, a
familia de recetores do tipo D1 e a de recetores do tipo D2 (Callier et al. 2003; Le
Crom et al. 2003; Missale et al. 1998; Siegel et al. 2006; Vallone et al. 2000).

Dentro da familia do tipo D1, os mamiferos tém dois recetores, D1A (também
denominado D1; Dearry et al. 1990; Sunahara et al. 1990; Zhou et al. 1990) e D1B
(também denominado D5; Grandy et al. 1991; Sunahara et al. 1991). Por sua vez, as
aves tém trés recetores pertencentes a familia do tipo D1, D1A, D1B (Kubikova et al.
2010; Sun e Reiner 2000), e um recetor especial para o grupo das aves, D1D
(Demchyshyn et al. 1995; Kubikova et al. 2010). No caso dos peixes teledsteos e
anfibios, estes possuem ainda um quarto recetor, denominado D1C (Cardinaud et al.
1997; Hirano et al. 1998; Macrae e Brenner 1995; Sugamori et al. 1994).

Dentro da familia do tipo D2, tanto os mamiferos como 0s peixes e as aves tém
0S mesmos trés recetores, D2, D3 e D4 (Boehmler et al. 2004, 2007; Bunzow et al.
1988; Fidler et al. 2007; Kubikova et al. 2010; Schnell et al. 1999; Sokoloff et al. 1990;
Van Tol et al. 1991).

Existem grandes diferencgas funcionais entre estas duas familias de recetores
de dopamina. Os recetores do tipo D1, estdo acoplados a proteinas Gs e apds a sua
ligacdo a dopamina, estimulam a producado de adenilciclase e induzem a acumulagéo
de monofosfato ciclico de adenosina (CAMP) (Kebabian e Calne 1979), enquanto por
outro lado inibem a bomba de Na+ / K+ e 0s canais de sédio (Aizman et al. 2000). Por
sua vez, os recetores do tipo D2, estdo acoplados a proteinas G, e exercem os efeitos
de uma forma exatamente oposta ao recetores do tipo D1 (Kebabian e Calne 1979).
Por exemplo, enquanto os recetores do tipo D1, uma vez que estimulam a producéo
de cAMP, funcionam como que um excitador, a ativacdo de recetores do tipo D2 tém

uma acao inibitéria (Speed 2013).

Os recetores dopaminérgicos podem ainda ser classificados como pré ou pos-
sindpticos. Os pré-sinapticos ou autorecetores podem ser do tipo D1 ou D2 e atuam na
regulacdo da libertacdo de dopamina para as células pds-sinapticas. A grande maioria

encontra-se nos corpos celulares e nas dendrites da substancia nigra e da area
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tegumentar ventral (Colombo 2014). Essas estruturas contém neurdnios
dopaminérgicos e sdo as principais responsaveis pela producdo e libertacdo de
dopamina para outras estruturas encefalicas (proje¢cdes neuronais a outras areas
cerebrais de interesse) (Colombo 2014). Os recetores pés-sinapticos, por sua vez, sdo
apenas do tipo D2. Sabe-se que os autorecetores D2, em ratazanas da Sprague-
Dawley, sédo de 6 a 10 vezes mais sensiveis a acao de agonistas dopaminérgicos do
que os recetores D2 pds-sinapticos (Skirboll et al. 1979). Desta forma, estes ultimos
necessitam de doses muito maiores de agonistas dopaminérgicos para serem
ativados. Assim, dependendo da dose administrada de um mesmo composto, podem-
se obter efeitos comportamentais opostos. Isto esta dependente do local de agédo do
composto, se este se liga aos recetores pré ou pos-sinapticos (Moore e Bloom 1978;
Skirboll et al. 1979).

Os recetores do tipo D1 apresentam menor afinidade para a dopamina do que
os recetores do tipo D2 em varias espécies de aves como, por exemplo, em pombos
(Acerbo et al. 2005; Richfield et al. 1987), galinhas (van Hierden et al. 2005; Kostal et
al. 1999) e codornizes-do-japao (Kubikova et al. 2009), assim como também numa
grande variedade de espécies de mamiferos, como ratos, gatos e macacos (Richfield
et al. 1987; Seamans e Yang 2004). Além disso, os recetores do tipo D1 estdo
expressos numa maior extensdo do que os recetores do tipo D2 (de Almeida e
Mengod 2010; de Almeida et al. 2008; Durstewitz et al. 1998; Lidow et al. 1991;
Santana et al. 2009; Seamans e Yang 2004).

Os diferentes tipos de recetores dopaminérgicos apresentam padrdes Unicos
de distribuicdo regional no cérebro humano (Abi-Dargham e Moore 2003; Joyce e
Meador-Woodruff 1997). Os recetores D1 estdo presentes em altas densidades em
areas corticais, incluindo o cértex pré-frontal e o corpo estriado. Os recetores D2 estao
presentes em altas densidades no corpo estriado, mas em densidades extremamente
baixas no cortex pré-frontal. Os recetores D3 estdo presentes no corpo estriado, sendo
a sua densidade particularmente elevada no corpo estriado ventral. Os recetores D4
estdo mais presentes no coértex pré-frontal e no hipocampo, ndo sendo, no entanto,
detetados no corpo estriado. Os recetores D5 estdo presentes no hipocampo e no

cortex entorrinal (Liggins 2009).
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1.3. O que se sabe acerca dos vertebrados ndo-mamiferos

A anatomia generalizada do sistema dopaminérgico € muito semelhante entre

os mamiferos e as aves (Bjorklund e Dunnett 2007; Durstewitz et al. 1998; Durstewitz

et al. 1999) e o seu papel é bastante conservado entre os vertebrados amnidticos no

geral (Smeets et al. 2000). Um grande corpo de evidéncias tem indicado que a

principal funcdo da dopamina € muito semelhante em mamiferos e aves, e em ambos,

0 sistema dopaminérgico estd por exemplo, criticamente envolvido em inUmeras

fungdes cognitivas e comportamentais (Durstewitz et al. 1999).

Humano

Ratazana

Striatum

Pombo

Fig. 2 — Projecbes dopaminérgicas (a
vermelho) da area tegumentar ventral
(ATV) e substancia nigra pars compacta
(SNc) para o PFC/NCL e corpo estriado
no cérebro de um primata (humano), uma
ratazana e um pombo (Adaptado de Puig
et al. 2014)

No entanto, verificou-se que as funcbes
cognitivas com maior grau de complexidade
evoluiram independentemente em aves e
mamiferos. Essa evolucao paralela deu origem a
varias diferencas cruciais na organiza¢do neural.
Apesar do corpo estriado e do palio das aves e
dos mamiferos serem homodlogos (ou seja,
derivados de um ancestral comum), existem
diferencas consideraveis na organizacdo do palio
entre estes dois grupos (Jarvis et al. 2005). Por
exemplo, o telencéfalo das aves ndao tem uma
comissura paleal comparavel ao corpo caloso dos
mamiferos. No entanto, a diferenga mais notavel &
a auséncia de laminacgdo cortical tipica no pélio
das aves (Jarvis et al. 2005). Por outras palavras,
apesar de uma ancestralidade evolutiva partilhada
e de uma funcionalidade similar, o “cértex” das
aves e dos mamiferos parece totalmente diferente,
ou seja, 0 que evoluiu para camadas no cérebro
dos mamiferos pode ter evoluido para diferentes

regibes no cérebro das aves (Jarvis et al. 2013).

Para além disso, outros principios organizacionais
foram preservados ou desenvolvidos de forma
independente. Por exemplo, uma andlise recente
do conectoma das aves revelou uma organizagao

de rede muito semelhante entre aves e mamiferos

(Shanahan et al. 2013). Neste caso, 0 eixo mais relevante € o "pré-frontal". Apesar do
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cérebro das aves ndo ter nenhuma estrutura homéloga do cértex pré-frontal (PFC) dos
mamiferos, ele tem uma estrutura andloga em termos funcionais (estrutura com
funcionalidade comparavel) — o nidopalio caudolateral (NCL). Uma comparacéo
detalhada entre as duas estruturas foi fornecida em trabalhos como Guntirkiin 2005a,
2005b e Kirsch el al. 2008. Resumidamente, o PFC e o NCL sao centros de integracao
multimodal que estdo intimamente ligados a todas as regiées sensoriais e motoras

secundérias (Kroner e Gunturkiin 1999; Figura 2).

Muito parecido com o PFC, o NCL esta envolvido na memdria funcional como
revelado em estudos de lesdo (Gunturkiin 1997; Mogensen e Divac 1982) e gravactes
de célula unica em pombos durante tarefas “Go / No go” (Diekamp et al. 2002).
Recentemente, um estudo demonstrou que os neurénios individuais no NCL de corvos
mantém informacdes de memdria em duas versdes de um teste de correspondéncia
de amostra com atraso (DMS; Veit et al. 2014), o paradigma classico da pesquisa da
memoaria funcional em primatas. Os animais foram treinados para visualizar uma
imagem de amostra e, de seguida identificar essa imagem entre imagens semelhantes
ap6s um pequeno atraso (1-2,3 s). Experiéncias similares revelaram um envolvimento
do NCL em outras fun¢des cognitivas, como a categorizacdo (Kirsch et al. 2009) e o
controle executivo sobre qual informacdo deve ser mantida em memdéria funcional
(Rose e Colombo 2005). Outra caracteristica da fung&o pré-frontal, € o processamento
dos mecanismos que orientam o comportamento, que foi recentemente relatado no
NCL de corvos (Veit e Nieder 2013). Os autores deste estudo usaram 0 mesmo
paradigma que foi utilizado na demonstracdo original destes mesmos processos no
PFC de primatas, uma tarefa de DMS modificada (Wallis et al. 2001). Eles relatam que
0s neurdnios individuais na NCL apresentam mecanismos comportamentais que
modulam a resposta a estimulos subsequentes, um resultado que espelha os

resultados originais obtidos para o PFC dos mamiferos (Veit e Nieder 2013).

O NCL, como o PFC, é o principal alvo cortical (paleal) da inervacao
dopaminérgica (Durstewitz et al. 1999). Em comparagdo com o PFC dos mamiferos, a
NCL das aves contém membros de ambas as familias de recetores dopaminérgicos,
com uma densidade consideravelmente mais baixa de recetores do tipo D2 em
comparagdo com os recetores do tipo D1 (Dietl e Palacios 1988; Durstewitz et al.
1998).

No geral, o papel da dopamina no cérebro das aves é amplamente comparavel
ao seu papel no cérebro dos mamiferos. A dopamina esta envolvida no controlo e

aprendizagem motora e, nas aves, também contribui para a aquisicdo e controlo do
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canto (Fee e Goldberg 2011; Guntiurkiun 2005a; Rieke 1980, 1981). Até onde se sabe,
nenhum estudo registou neurénios dopaminérgicos das aves durante a aprendizagem,
de modo que ndo ha evidéncia direta de codificacdo de erro de predicdo de
recompensa nos neurdnios dopaminérgicos das aves (Puig et al. 2014). O Unico
estudo que registou a presenca de neurdnios dopaminérgicos individuais na area
tegumentar ventral (ATV) de aves canoras demostrou que 0S neurdnios
dopaminérgicos sado fortemente modulados pelo contexto social. Os autores
interpretam esse resultado a luz da “aprovacao” - feedback positivo das fémeas para
as quais os sujeitos do sexo masculino cantaram (Yanagihara e Hessler 2006).
Trabalhos posteriores confirmaram que tal atividade de contexto social esta envolvida
na modulagdo da ativacdo relacionada com o sistema de canto (Hara et al. 2007).
Outra evidéncia vem de estudos comportamentais. Os pombos aprendem uma tarefa
de discriminagdo simples mais rapidamente se receberem uma recompensa maior
pela discriminacdo correta do que com uma recompensa menor, essa diferenca na
taxa de aprendizagem pode ser prevista por diferentes erros de previsdo de
recompensa devido as diferentes magnitudes de recompensa (Rose et al. 2009). Além
disso, injecOes de antagonistas para os recetores do tipo D1 no corpo estriado anulam
esse efeito (Rose et al. 2013). Curiosamente, as aves sdo também capazes de
aprender a discriminar, mas a taxa de aprendizagem ja ndo é modulada pela
magnitude da recompensa associada. A aprendizagem mostra uma taxa média com
uma ligeira diminuicdo no desempenho de uma discriminacdo associada a uma grande
recompensa e um ligeiro aumento no desempenho de uma discriminagéo associada a

uma pequena recompensa.

Tal como no PFC dos mamiferos, a dopamina na NCL das aves esta altamente
envolvida em mecanismos de aprendizagem e memoria. Por exemplo, os niveis de
dopamina no PFC de macacos aumentam durante as tarefas de memoéria funcional
(Watanabe et al. 1997) e, consistentemente, a microdialise na NCL de pombos mostra
um aumento na dopamina durante uma tarefa de DMS com um atraso (4 s)
comparado com a mesma tarefa sem demora (Karakuyu et al. 2007). Além disso, as
injecbes de um agonista para recetores do tipo D1 (SKF 81297) na NCL e corpo
estriado melhoram o desempenho numa tarefa de DMS (Herold et al. 2008).
Curiosamente, essas injecdes sO0 foram benéficas em dias em que os individuos
apresentaram baixo desempenho; por outro lado, se os individuos apresentarem um
bom desempenho, as inje¢bes agonistas levam a uma interrupcdo do mesmo. Estes
dados vao de encontro a literatura disponivel para mamiferos, mostrando que a

dopamina modula o desempenho seguindo uma curva em U invertido, onde a ativagédo
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dos recetores do tipo D1 em excesso ou de forma insuficiente € prejudicial ao
desempenho. Também complementa os trabalhos que demostram que seres humanos
com niveis geneticamente mais baixos de dopamina no PFC sdo menos suscetiveis
aos efeitos prejudiciais do stress sobre a memaria funcional. Além disso, e hovamente
de acordo com a literatura de mamiferos sobre memoria funcional, injecdes de um
antagonista para recetores do tipo D1 (SCH 23390) no NCL interrompem a capacidade
de pombos de focarem a sua atencdo por longos periodos de tempo e ignorar os

estimulos que causam distracao (Rose et al. 2010).

Num trabalho desenvolvido por Herold et al. (2012) foi avaliada a expresséo de
diferentes tipos de recetores dopaminérgicos no NCL de pombos treinados em
diferentes tarefas cognitivas. Esta abordagem permitiu a dissociacédo de alteracdes na
expressao do recetor relacionado com a memoaria funcional (usando uma tarefa DMS),
na selecdo de estimulo (uma tarefa de estimulo-resposta), ou componentes de tarefas
gerais, como selecdo de recompensa e resposta.

Vale ressaltar que a familia de recetores do tipo D1 de mamiferos é estendida
no cérebro das aves. Além dos recetores D1A (D1) e D1B (D5), o cérebro das aves
também contém o recetor D1D. Os autores relatam que 0os componentes gerais da
tarefa ndo influenciam a expressédo de D1R na NCL. No entanto, os componentes da
memoria funcional aumentam a expressdo do recetor D1B e a aprendizagem de
estimulo-resposta aumenta a expressdo dos recetores D1A e D1D. Nenhum dos
componentes da tarefa afetou a expresséo dos recetores do tipo D2. Estes resultados
demonstram um envolvimento dos recetores dopaminérgicos na NCL ndo apenas na
memoria funcional, mas também em mecanismos de aprendizagem (Herold et al.
2012). Em consonancia com estes resultados, as microinjegcdes de um antagonista
para os recetores do tipo D1 (SCH 23390) na NCL de pombos resultaram em graves
ruturas na aprendizagem da reversao da discriminacdo (Diekamp et al. 2000). Este
resultado contrasta com conclusdes, retiradas de outros trabalhos, de que a dopamina
no ndcleo caudado, mas ndo no PFC, de macacos é necesséria para a aprendizagem
de reversao (Clarke et al. 2004, 2005, 2007, 2011). A Tabela 1 resume os resultados
destes e outros estudos em que foram testados efeitos comportamentais apds
administracdo de agonistas ou antagonistas do tipo D1 e/ou D2 em espécies néo

humanas.
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Tabela 1 — Quadro resumo de resultados obtidos em estudos anteriores, nos quais se testou a influéncia da manipulacéo farmacolégica dos niveis de dopamina em varios comportamentos em

diferentes espécies. Para a construgao desta tabela baseei-me nesta literatura: (Baldo et al. 2002; Balthazart et al. 1997; Dennis e Cheng 2011; Messias et al. 2016; Molloy e Waddington 1984).

Referéncia Espécie Comportamento Agonistas D1 Antagonistas D1 Agonistas D2 Antagonistas D2
Dennis e Galinhas Agressao / N Agressdo em todas as J Agresséo nas estirpes mais N Agresséo apenas na estirpe J Agresséo em todas as
Cheng 2011 poedeiras Comportamento estirpes testadas agressivas menos agressiva estirpes testadas

(Gallus gallus agressivo
domesticus) M N° de bicadas nas penas em J/ N° de bicadas nas penas € N° de bicadas nas penas J N° de bicadas nas penas
2 das 3 estirpes testadas
Balthazart et Codorniz-do- Apetite e aspetos A Praticamente todos os J N° de vezes que os J Tanto do apetite como dos <> Apetite copulatério
al. 1997 japéo consumatorios do | aspetos do apetite e do individuos entraram na area de aspetos consumatérios do
(Coturnix comportamento comportamento consumatério teste comportamento sexual P N° de tentativas de
japonica) sexual masculino | sexual masculino masculino montagem
<> Apetite copulatério
J Frequéncia de tentativas de
montagem
Messias et Bodido- Capacidade de J N° de sessdes necesséariasa | €> Capacidade de €> Capacidade de €> Capacidade de
al. 2016 limpador aprendizagem realizagdo das duas tarefas aprendizagem dos individuos aprendizagem dos individuos aprendizagem dos individuos
(Labroides testadas testados testados testados
dimidiatus)
 Velocidade de aprendizagem
Baldo et al. Ratazanas, Comportamento J Ne de "rears", assim como do J Ne de "rears", assim como do
2002 estirpe alimentar e n° de "crossovers" (Atividade n° de "crossovers" (Atividade
Sprague- atividade locomotora) locomotora)
Dawley locomotora
associada J N° de episédios de 4 N° de episédios de
alimentacédo alimentacéo
N Duragéio média por episddio N Duragso total do tempo de
de alimentagéo alimentagdo
€ Laténcia até comer <> Laténcia até comer
<> Quantidade de alimento € Quantidade de alimento
ingerido ingerido
Molloy e Ratazanas, Limpeza / Higiene | 4" Episédios de limpeza, com o J Efeitos induzidos tanto pelo A Episédios de limpeza J Efeitos induzidos pela
Waddington estirpe ("Grooming”) focinho, tendo estes sido SKF 38393 como pela intensos, no entanto apomorfina
1984 Sprague- direcionados principalmente apomorfina negligenciaveis
Dawley para o corpo € Efeitos induzidos pelo SKF

N Locomogéo

38393
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1.4. O papel da dopamina no comportamento social

Os individuos diferem néo aleatoriamente na forma como lidam com elementos
causadores de stress e com a novidade, assim como na forma como gerem as suas
relacbes sociais ou controlam o seu comportamento agressivo. Temperamento ou
personalidade, ou seja, diferencas inter-individuais estaveis em comportamento e
fisiologia subjacente, tém sido documentadas para uma ampla gama de espécies
animais desde invertebrados a mamiferos (Groothuis e Carere 2005; Sih et al. 2004).
Dentro deste contexto, o gene do recetor dopaminérgico D4 (RDD4) tem sido um dos
genes candidatos ao qual se tem tentado estabelecer uma relacdo aos tragos de
personalidade. Tém sido estabelecidas rela¢des entre os polimorfismos deste recetor
e os tracos de personalidade em varias espécies de mamiferos, incluido humanos
(Bailey et al. 2007; Hejjas et al. 2007; Momozawa et al. 2005; Munafo et al. 2008),
assim como em aves (van Dongen et al. 2015; Fidler et al. 2007; Garamszegi et al.
2014; Kluen et al. 2012; Mueller et al. 2013, 2014). Ha também, no entanto, varias
espécies para as quais polimorfismos neste gene ndo explicam diferencas de
personalidade (Atwell et al. 2012; Carvalho et al. 2013; Korsten et al. 2010).

Foram encontradas, numa grande variedade de taxa animal, diferencas de
personalidade intraespecifica (Dingemanse e Réale 2005) e foi proposto que estas
diferencas pudessem ter consequéncias ao nivel da sociabilidade assim como de
varios outros fendmenos ecoldgicos e evolutivos (Réale et al. 2010). Existem varias
formas possiveis pelas quais as diferencas de personalidade podem afetar o
comportamento social ou, inversamente, pelas quais as intera¢des sociais moldam as
diferencas de personalidade entre os individuos (Wolf e Krause 2014). Por exemplo,
diferentes tipos de personalidade podem determinar taxas de agressao entre
individuos e hierarquias de dominancia dentro de grupos (Fox et al. 2009), influenciar
se os individuos tém maior probabilidade de permanecer em grupo ou de se dispersar
(Cote et al. 2010), ou de que forma a experiéncia social dentro de um grupo molda o
desenvolvimento de diferentes tipos de personalidade (Seyfarth et al. 2014). Em
diversas pesquisas em personalidade animal foram realizados testes comportamentais
simples que simulam contextos comportamentais distintos, com o objetivo de capturar
diferencas entre individuos e testar a sua consisténcia (Réale et al. 2007). Por
exemplo, a exposicdo a objetos novos é utilizada para avaliar a neofobia (Boogert et
al. 2006; Overington et al. 2011; Réale et al. 2007) e, dependendo da espécie, a
resposta a imagens de um espelho pode ser usada para avaliar agressividade (por
exemplo, Karino e Someya 2007) ou comportamento social ndo agressivo (Carvalho et

al. 2013). A maioria dos estudos analisou o comportamento de individuos singulares
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em condi¢cdes padréo, o que é frequentemente repetivel de um ponto de vista intra-
individual, e pode até mesmo ser hereditario (por exemplo, Dingemanse et al. 2002,
2012). Algumas vezes, mostrou-se também que o comportamento neste tipo de
ensaios prevé o comportamento em condi¢cdes naturais no campo (por exemplo, Both
et al. 2005; Herborn et al. 2010). Se testes de comportamento simples, como 0s
referidos acima, se correlacionam com o0 comportamento em grupos sociais, estes
podem ser ferramentas valiosas para auxiliar a investigacdo em torno da sociabilidade

e da estrutura dos grupos de animais.

1.5. Bico-de-lacre-comum (Estrilda astrild)

Para a realizacdo desta experiéncia
foi utilizado como objeto de estudo uma
ave altamente social, o bico-de-lacre-
comum. O bico-de-lacre-comum (Estrilda
astrild) (Figura 3) €é um pequeno
passeriforme nativo da Africa subsariana,
que foi comercializado como ave de
estimacdo e, desde entdo, tem invadido
varias regibes do mundo (Stiels et al.
2011). E uma ave altamente gregéria, que
se reline em bandos durante todo o ano,

gue ocupa habitats abertos na proximidade

de agua, onde se alimenta de sementes de

Fig. 3 — Bico-de-lacre-comum (Estrilda astrild) (Foto
de Cristiano Voitina) herbaceas (Clement et al. 1993).
(http://www.avescatarinenses.com.br/imagens/fotos/
bico_de_lacre_estrildidae_estrilda_astrild_4034.jpg)

Na Europa, o bico-de-lacre-comum
ocupa um nicho ecolégico bastante distinto dos passeriformes nativos (Batalha et al.
2013), sendo que a sua maior invasdo comecou na década de 1960 em locais
proximos da costa portuguesa, inicialmente, progredindo lentamente, mas depois
expandindo-se para o restante do territério de Portugal e para algumas zonas do
sudoeste e noroeste de Espanha (Marti e Del Moral 2003; Reino 2005; Reino e Silva
1998). A expansdo em Portugal foi bem documentada (Reino 2005; Sullivan et al.
2012), e atualmente abrange uma vasta gama de condi¢cdes ecologicas abibticas

(altitude, clima e sazonalidade climatica), assim como locais que foram colonizados h&a
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mais tempo e com maior densidade populacional e locais que foram colonizados mais

recentemente e com baixa densidade populacional.

Esta ave apresenta algumas caracteristicas relevantes que levaram a sua
escolha como objeto de estudo para este trabalho, entre as quais podemos destacar:
ser uma ave de facil manutencdo em cativeiro, extremamente resistente e sem
grandes exigéncias em termos de necessidades especiais. Para além disso, sabe-se
que nesta espécie existem diferencas de personalidade entre os individuos que
parecem ter relevancia ecoldgica (Carvalho et al. 2013). Ou seja, individuos com
diferentes personalidades acabam por ter vantagem seletiva relativamente a outros em
diversas circunstancias (Biro e Stamps 2008; Dall et al. 2004; McNamara et al. 2009;
Wolf et al. 2007, 2008), por exemplo, pode permitir prever o sucesso dos individuos
em termos da exploragdo de novas fontes de alimento, assim como na colonizagéo de
novos habitats, ou na adaptacdo as alteracdes ambientais (por exemplo, Duckworth e
Badyaev 2007; Greenberg 1990; Martin e Fitzgerald 2005; Short e Petren 2008; Shultz
et al. 2005; Sol et al. 2002). Outro aspeto importante a referir é também o facto de
existirem testes relevantes para avaliar estas diferengas de personalidade que podem

ser realizados em cativeiro (Carvalho et al. 2013; Funghi et al. 2015).

1.6. Objetivos

Com este estudo pretendo determinar de que forma a dopamina esta envolvida
na modulacdo dos perfis comportamentais do bico-de-lacre-comum, recorrendo a
manipulacdes farmacologicas em condi¢cdes de cativeiro. Mais concretamente, 0s
objetivos deste trabalho s&o: perceber o impacto que a manipulacéo dos recetores de
dopamina pode ter no comportamento social e na aversao ao risco do bico-de-lacre-
comum, e tentar relacionar a informacdo que ja existe relativamente a ecologia e
organizacao da espécie com a influéncia que a modulacdo dopaminérgica pode ter no

comportamento/ personalidade destes individuos.



FCUP

O papel da dopamina nos perfis comportamentais do bico-de-lacre-comum (Estrilda astrild)

2. Material e Métodos

2.1. Obtencéo e manutengao das aves em cativeiro

As aves foram obtidas a partir de criadores certificados num total de 24
individuos (12 machos e 12 fémeas) da espécie bico-de-lacre comum (Estrilda astrild),
durante o inicio do més de marco de 2018. Contudo, ja apds o inicio dos testes de
comportamento, uma das aves acabou por morrer, por motivos ainda desconhecidos.
Por essa razdo para o seguimento dos testes e para a realizacdo das analises

estatisticas foram consideradas apenas 23 aves (11 machos e 12 fémeas).

Apés o seu transporte até as instalacdes do CIBIO, as aves foram alojadas em
gaiolas metdlicas com grade (88,5 x 30 x 40 cm), com 4 poleiros, num aviario exterior
com cobertura. As aves foram distribuidas por 5 gaiolas, perfazendo um total de 4 ou 5
aves por gaiola, em todos os casos com machos e fémeas juntos. Durante a sua
permanéncia em cativeiro, foi-lhes disponibilizado acesso, ad libitum, a alimento
(mistura de sementes para exoticos) e, simultaneamente, acesso a agua e areia com
concha de ostra esmagada (permite o fortalecimento em calcio das aves, em
cativeiro). Todas as aves foram identificadas com uma anilha numerada e mantidas no
aviario com ventilagdo natural e iluminacdo natural complementada com luz artificial
num ciclo que ia sendo ajustado as horas naturais de inicio e fim de luz. Durante o
periodo de realizacdo das experiéncias (de 12 de margo de 2018 a 22 de maio de

2018) verificou-se uma média de temperatura de 13,8 °C.

As aves foram observadas regularmente para verificar a sua saude e bem-

estar.

2.2. Manipulacao experimental do sistema dopaminérgico

Durante a realizacdo dos testes de comportamento as aves foram submetidas
a um conjunto de cinco tratamentos, por injecdo intramuscular do lado direito do
musculo peitoral. Cada ave foi testada uma vez em cada uma de cinco rondas (com

um intervalo de 9 a 14 dias entre testes a mesma ave, em rondas consecutivas).

Dentro de cada ronda os tratamentos véo alternado por ordem e em cada uma das
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cinco rondas a mesma ave recebe um dos cinco tratamentos, desta forma os

diferentes tratamentos sdo distribuidos ao longo do tempo de forma balanceada.

Os tratamentos aplicados foram o0s seguintes: tratamento controlo (solucéo
salina), agonista para D1 (SKF 38393, D047 SIGMA), antagonista para D1 (SCH
23390, D054 SIGMA), agonista para D2 (Quinpirole, Q102 SIGMA) e antagonista para
D2 (Spiperone, S7395 SIGMA).

Para que o volume de injecdo pudesse ser ajustado ao seu peso corporal, as
aves foram pesadas e foi calculada a média dos pesos (uma vez que a variacdo entre
individuos é pequena). O valor médio obtido para o peso de todos os individuos foi de
8,7 g. O volume de inje¢do a administrar foi de 20 ul para todos os individuos, tendo

sido administrado com recurso a seringas de insulina de 0,5 ml, referéncia 29G.

As dosagens aplicadas, para cada um dos tratamentos, foram baseadas no
trabalho de Balthazart et al. (1997): 1 mg/kg de massa corporal do SKF 38393, do
SCH 23390 e do Quinpirole e 10 mg/kg de massa corporal do Spiperone. Tendo como
base 9 g de peso médio, as dosagens usadas foram: 0,009 mg dos compostos SKF
38393, SCH 23390 e Quinpirole e 0,09 mg do composto Spiperone, em 20 ul de

solucéo salina.

2.3. Testes de comportamento

Realizamos dois testes de comportamento, amplamente utilizados em aves
(Apfelbeck e Raess 2008; Carvalho et al. 2013; Funghi et al. 2015; Webster e Lefebvre
2001): um teste com objeto novo e comedouro, que pode ser relacionado a neofobia e
impulsividade ou com comportamento alimentar, e um teste com espelho, que pode

ser relacionado com a sociabilidade.

Os testes foram realizados no periodo entre as 9 e as 13 horas, para minimizar
possiveis variagbes dos niveis naturais de dopamina ao longo do dia, e decorreram
sempre de acordo com a planificacdo representada na Figura 4. A ave a ser testada foi
colocada em privacdo alimentar (1 hora), do lado esquerdo da gaiola do teste do
objeto novo. ApOs 45 minutos € retirada da gaiola, é-lhe administrada a injecéo
correspondente ao seu tratamento, e de seguida retorna novamente para a gaiola de
teste onde ficara mais 15 minutos de repouso até ao inicio do teste do objeto novo.

Entre o teste do objeto novo e o teste do espelho existe um intervalo de 5 minutos que
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tem como principal objetivo permitir que a ave se alimente e repouse antes de ser

transferida para a gaiola onde ir4 ocorrer o teste do espelho.

Injegao Pausa
/ —
~ 4sminutes | 15minutes 10 minutos [SIiNGIGS 10 minutos
\ J
\( | | \ |
Privacdo alimentar
Teste do Teste do
objeto novo espelho

Fig. 4 - Esquema de organizagao dos testes de comportamento realizados em cada ave, para cada tratamento.

2.3.1. Teste do objeto novo

No teste do objeto novo, foi colocado um objeto ndo familiar ao lado de um
comedouro, préximo do ultimo poleiro a direita da gaiola. Em cada uma das cinco
rondas deste teste usei um de cinco objetos diferentes. 12 ronda: bola de ping-pong
azul; 22 ronda: pecas de lego verde florescente; 32 ronda: peluche de ourigo-cacheiro;
42 ronda: porta-chaves de sapatilha all-star; 5% ronda: 4 molas de roupa de cores
diferentes (Figura 5).

Fig. 5 — Objetos utilizados, no teste do objeto novo, ao longo das cinco rondas de teste

Este teste foi realizado numa gaiola de teste com 4 poleiros equidistantes entre
si, previamente preparada para o efeito (Figura 6). Esta gaiola de teste é igual as
gaiolas onde os individuos estavam alojados, e a gaiola de teste esta localizada no

mesmo aviario, entre as varias gaiolas de alojamento. O teste dura 10 minutos, em
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gue o comportamento da ave é filmado para posterior andalise, e inicia-se ap6és um

periodo de privacdo alimentar de uma hora, como anteriormente referido.

| \H

Fig. 6 — Setup do teste do objeto novo antes (cima) e depois (baixo) de retirar o separador central

A partir destes videos, quantifiquei quatro variaveis comportamentais, descritas
abaixo. Sdo elas a posicdo média, laténcia ao comedouro, tempo no comedouro e

atividade locomotora.

a) Posicdo média. Calculei um indice de posicdo em relacdo ao objeto novo e
comedouro, baseado na quantidade de tempo que o individuo passou em cada
poleiro. Os poleiros foram numerados de 1 (mais afastado do objeto novo e do
comedouro) até 4 (mais préximo do objeto novo e do comedouro). O indice de
proximidade ao objeto novo e comedouro foi calculado como: (1 * tempo no
poleiro 1 + 2 * tempo no poleiro 2, etc.) / (tempo nos poleiros 1 a 4). Este indice
de proximidade pode variar entre 1 (sempre no lado oposto ao do objeto novo e
comedouro) e 4 (sempre no comedouro ou no poleiro proximo do objeto novo)

para cada individuo em cada ronda de teste.
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b) Laténcia ao comedouro. Contabilizei a laténcia ao comedouro em segundos,

como o tempo que o individuo demora a ir pela primeira vez ao comedouro.

¢) Tempo no comedouro. Contabilizei o tempo no comedouro, também em

segundos, como o tempo total que o individuo passa no comedouro.

d) Atividade locomotora. Contabilizei a atividade locomotora durante o teste como
0 numero de movimentos que o individuo realiza entre as diferentes quatro
zonas da gaiola (ver alinea a), sendo que movimentos realizados dentro da

mesma zona nao séo quantificados.

2.3.2. Teste do espelho

O teste do espelho foi realizado numa pequena gaiola (24,5 x 17,5 x 16 cm)
com trés poleiros colocados de forma equidistante (Figura 7). Um dos topos da gaiola
foi inteiramente ocupado por um espelho (17,5 x 16 cm), inicialmente coberto com uma
placa de cartdo removivel, e o outro topo foi coberto com uma placa de cartéo fixa. A
gaiola foi colocada no centro de uma sala vazia (2 x 2 m), a cerca de 75 cm do chéo.
O comportamento da ave foi filmado durante 10 min: 0s primeiros cinco minutos com o
espelho coberto e 0s cinco minutos seguintes com o espelho exposto. Para expor o
espelho a placa de cartdo que o cobria foi removida, a distancia, com recurso a um fio

transparente.

Fig. 7 — Setup do teste do espelho antes (A) e depois (B) da exposicao do espelho
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Tal como se verificou em trabalhos com esta espécie (Carvalho et al. 2013), os
individuos ndo reagiram agressivamente a imagem do espelho e, portanto, este teste
permitiu-nos analisar a sociabilidade em vez da agressividade. Isto faz sentido para

uma espécie nado territorial e altamente gregaria, como € o caso do bico-de-lacre
(Clement et al. 1993).

Seguindo Carvalho et al. (2013), a partir das gravacdes em video, foram
guantificadas a ocorréncia de sete comportamentos que caracterizam a atividade das
aves na gaiola, de seguida foram testados quais os comportamentos que diferiam
entre os periodos com o espelho coberto e descoberto. Os sete comportamentos
guantificados estdo descritos abaixo. Todos foram quantificados separadamente para

o periodo de cinco minutos com o espelho coberto e com o espelho descoberto.

a) Posicdo média relativamente ao espelho. Foi quantificada dividindo a gaiola em
5 éareas desde o espelho até a extremidade oposta (1: mais préoximo do
espelho, 2: perto do primeiro poleiro, 3: perto do segundo poleiro, 4: perto do
terceiro poleiro e 5: mais préximo do lado oposto de espelho), e calculando o
tempo médio ponderado (soma dos codigos de cada érea vezes a duragéo da
permanéncia, dividida pela duracao total). Isto da um indice de proximidade ao
espelho que pode variar entre 1 (sempre perto do espelho) e 5 (sempre perto
do lado oposto).

b) Tempo que o individuo esteve a olhar na dire¢cdo do espelho. Foi quantificado
como o periodo de tempo em que a cabeca do individuo se encontra orientada
em direcdo ao espelho (isto é, dentro de um angulo de 90° centrado na direcdo
do espelho).

c) Duracgédo da limpeza/higiene. Foi quantificada como o periodo de tempo em que

a ave esteve envolvida na limpeza do bico ou das penas.

d) Duracéo do repouso. Foi quantificada como o periodo de tempo em que a ave

esteve em posicao de repouso tipica, com a plumagem aumentada.

e) Numero de vocalizagdes. Nos bicos-de-lacre € muito comum ocorrer

vocalizag¢des a curta distancia (Clement et al. 1993).

f) Atividade locomotora. Foi quantificada pela classificacdo das transicfes entre

posicoes adjacentes em cada um dos trés eixos 3D (eixo vertical: chéo, poleiro
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e empoleirado no topo da gaiola; eixo de profundidade: empoleirado na grade
mais proxima da camara, empoleirado na grade mais distante da camara e
espaco central (ndo se encontra empoleirado em nenhuma das grades
laterais); e eixo horizontal: mesmas 5 areas descritas acima para “Posigao
média relativamente ao espelho”). Cada passagem a, ou passagem por uma
area adjacente foi contada como 1, em cada um dos 3 eixos, e as contagens

foram entdo adicionadas a todos 0s eixos.

g) Movimentos rapidos. Além de se empoleirarem ou ficarem parados em
diferentes partes da gaiola, também ocorreram periodos em que os bicos-de-
lacre voaram ou saltaram continuamente, sem parar huma posicéo fixa. Este
comportamento foi quantificado fazendo um somatério do tempo que o

individuo esteve a realizar estes movimentos rapidos.

De seguida, foi testado quais os comportamentos que tinham sofrido uma
alteracdo significativa de antes para depois de expor o espelho, sugerindo uma

resposta social a imagem espelhada, com testes de Wilcoxon.

Os resultados indicam que a posicdo média relativamente ao espelho ndo se
alterou significativamente (V = 894; N = 115; p = 0,595), o tempo que o individuo
esteve a olhar na direcdo do espelho aumentou (V = 2393; p = 0,012), a duracdo da
limpeza/higiene diminuiu (V = 141; p = 0,002), a duracéo do repouso aumentou (V = 2;
p = 0,004), o numero de vocalizagBes nao se alterou significativamente (V = 69,5; p =
0,959), a atividade locomotora aumentou (V = 659; p = 0,025) e a duracdo de

movimentos rapidos aumentou (V = 5,5; p = 0,004).

Os comportamentos posicdo média relativamente ao espelho e numero de
vocalizagBes, foram excluidos da analise visto que ndo se verificaram diferencas
significativas nestes comportamentos de antes para depois da exposi¢do do espelho.
Dos cinco comportamentos restantes, nos quais obtivemos diferengas significativas,
optamos por analisar o comportamento tempo que o individuo esteve a olhar na
direcdo do espelho separadamente uma vez que 0 consideramos como O

comportamento mais relevante naquilo que é a resposta social ao teste do espelho.

Utilizei os outros quatro comportamentos que mudaram de antes para depois de
descoberto o espelho — atividade locomotora, movimentos rapidos, duracdo da
limpeza/higiene e duracdo do repouso — numa Andlise de Componentes Principais

(PCA), para resumir o tipo de atividade durante a exposi¢cdo a imagem do espelho.
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Apenas os dados durante o tempo com o espelho descoberto foram usados neste
PCA.

O primeiro Componente Principal (PC1) desta PCA explica uma percentagem de
variancia de 31,43%, e é caracterizado por correlacdes positivas com atividade
locomotora (0,552) e movimentos rapidos (0,541), e correlagdes negativas com
duracéo da limpeza/higiene (-0,521) e duracdo do repouso (-0,624). Esta PC1 permite
discriminar entre os individuos que respondem mais ativamente (elevados PC scores:
movem-se mais) e aqueles cuja resposta se refletiu em menor atividade locomotora e

mais tempo em repouso ou limpeza/higiene.

2.4. Analise estatistica

Para testar se algum dos tratamentos diferiu do tratamento controlo (solugcéo
salina) realizei um Modelo Misto Linear Generalizado (GLMM) para cada um dos
comportamentos testados. Para isso recorri ao package “glmmadmb” do software

estatistico R.

Nesta GLMM cada comportamento foi testado como variavel dependente, os
tratamentos (agonista D1, antagonista D1, agonista D2, antagonista D2 e controlo)
como fatores fixos e cada um dos individuos como fatores aleatérios. Ao utilizar os
individuos como fatores aleatérios isso permitiu testar as diferencas intra-individuais,
ou seja, as diferencas que cada um dos diferentes tratamentos provocou ao nivel do

comportamento de um mesmo individuo.

As varidveis comportamentais posi¢cdo média, tempo que o individuo esteve a
olhar na diregcdo do espelho e PC1 (atividade locomotora durante exposicdo ao
espelho) tinham distribuicbes aproximadamente normais, baseado nos seus
histogramas de distribuicdo, e para estas variaveis dependentes utilizei GLMM’s com
distribuicdo normal e funcdo de ligacdo identitaria. Por sua vez, a distribuicdo das
variaveis dependentes laténcia ao comedouro, tempo no comedouro e atividade
locomotora tinha um elevado nimero de zeros e uma cauda de valores positivos, e por
isso utilizei GLMM’s com distribuicdo binomial negativa e funcdo de ligacdo

logaritmica.

Este teste permitiu-me obter as diferencas especificamente entre o tratamento

controlo e cada um dos diferentes tratamentos testados.
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E importante referir que tanto individuos do sexo masculino como do sexo
feminino apresentaram respostas muito semelhantes em termos comportamentais

(Figuras Al e A2, na seccao Anexos), por essa razdo decidi analisar ambos os sexos
em conjunto.

Todas as andlises estatisticas foram realizadas com recurso ao software
estatistico R (verséo 3.4.4).
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3. Resultados

3.1. Teste do objeto novo

No teste do objeto novo, ndo se verificaram diferencas significativas entre
nenhum dos compostos testados e o tratamento controlo (solu¢ao salina) nas variaveis
posicdo média e laténcia ao comedouro (Tabela 2; Figura 8). Na variavel tempo no
comedouro verificaram-se diferencas significativa relativamente ao controlo, sendo que
com o tratamento antagonista D1 as aves passaram mais tempo no comedouro (z =
2,63; p = 0,009; Tabela 2; Figura 8). Na variavel atividade locomotora, tratamento com
0S compostos antagonista D1 e agonista D2 tiveram uma diminuicdo de atividade
locomotora em relacdo ao controlo (z = -2,99; p = 0,003, e z = -8,29; p < 0,001,

respetivamente; Tabela 2; Figura 8).

Ou seja, o0 antagonista D1 levou a uma diminuicdo da atividade locomotora dos
individuos e provocou um aumento do tempo que os individuos permaneceram no
comedouro, possivelmente indicando uma diminuigdo da neofobia/aversdo ao risco ou
aumento de alimentacdo. Por sua vez, o agonista D2 levou apenas a uma reducéo da

atividade locomotora dos individuos.

Tabela 2 — Resultados da GLMM para os comportamentos testados no teste do objeto novo. Valores positivos de Z
indicam um aumento em rela¢do ao controlo; valores negativo de Z indicam uma diminui¢cdo. Resultados significativos

com realce a cinzento. (N=115).

Teste do ) . . .

. Agonista D1 Antagonista D1 Agonista D2 Antagonista D2
objeto novo

Z P Z P z P z P

Posicao 0,57 0,570 1,72 0,086 -1,38 0,168 0,84 0,402
média
Laténcia ao -0,49 0,621 1,79 0,074 -0,98 0,328 -0,47 0,640
comedouro
Tempo no -1,26 0208 = 263 0,009 -128 0,199 -048 0,633
comedouro
Atividade

-0,89 0,371 -2,99 0,003 -8,29 0,000 -1,77 0,076
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Fig. 8 — Efeito dos compostos testados comparativamente ao controlo nas variaveis posigcdo média (A), laténcia ao comedouro (B), tempo
no comedouro (C) e atividade (D). Barras de erro representam o erro padrdo. **p < 0,01; ***p < 0,001

3.2. Teste do espelho

No teste do espelho, administracdo do composto antagonista D2 causou uma
diminuicdo do tempo a olhar o espelho em relagdo ao tratamento controlo (z = -2,52; p
= 0,012; Tabela 3; Figura 9). Por sua vez, na variavel PC1 (atividade locomotora
durante exposicdo ao espelho), tratamento com o agonista D1 (z = -2,11; p = 0,035;
Tabela 3; Figura 9), antagonista D1 (z = -2,22; p = 0,026; Tabela 3; Figura 9) ou
antagonista D2 (z = -3,69; p < 0,001; Tabela 3; Figura 9), todos causaram uma

diminuicdo de atividade locomotora em relagéo ao controlo.

Ou seja, 0o antagonista D2 provocou uma diminuicdo do tempo que o0s
individuos passaram a olhar na direcao do espelho, assim como a uma diminuicdo da
atividade locomotora, sendo que estes individuos estiveram durante mais tempo em
comportamentos que denotam algum desinteresse pelo espelho, o que poderd ser
interpretado como uma diminuicdo da motivagdo social. Por sua vez, os efeitos do

sistema D1 (agonista e antagonista) demonstraram-se relevantes apenas nha
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diminuicdo da atividade locomotora, passando os individuos mais tempo em situacéo

de repouso ou de limpeza/ higiene.

Tabela 3 - Resultados da GLMM para os comportamentos testados no teste do espelho. Valores positivos de Z indicam
um aumento em relagdo ao controlo; valores negativo de Z indicam uma diminuigdo. Resultados significativos com
realce a cinzento. (N=115).

Teste do ) ) ) )
Agonista D1 Antagonista D1 Agonista D2 Antagonista D2
espelho
4 P z P z P z P
Tempo aolhar
o espelho 0,28 0,782 -1,63 0,104 -1,95 0,052 -2,52 0,012

PC1
-2,11 0,035 -2,22 0,026 -0,02 0,981 -3,69 0,000
0,7
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o
o 04 0,2
3 g °
3 0,3 g .02 Controlo AgoE D1 Ant?lsta Agonista D2 Ant ista
©
g 02 -0,4 *
£ *
o 01 -0,6
|_
0,0 -0,8
Controlo  Agonista D1 Antagonlsta Agonista D2 Antagonlsta 1 * Kk
Tratamentn Tratamento

Fig. 9 - Efeito dos compostos testados comparativamente ao controlo nas variaveis tempo a olhar o espelho (A) e PC1 (atividade
locomotora durante exposicao ao espelho, B). Barras de erro representam o erro padrdo. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001
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4. Discussao

O sistema dopaminérgico em vertebrados tem sido estudado pela sua
importancia em multiplos comportamentos, como atividade locomotora, cogni¢ao,
motivacao, recompensa, aprendizagem, sono e humor (Berridge 2007; Doupe et al.
2005; Pace-Schott e Hobson 2002; Panksepp 2005; Salamone 1992; Schultz 2007;
Wise 2004). No entanto, existe pouco conhecimento sobre a funcdo dopaminérgica em
aves. Neste estudo pretendo avaliar o impacto que uma manipulagao farmacologica do
sistema dopaminérgico tem em comportamentos que fazem parte de tracos de

personalidade numa ave gregéria, o bico-de-lacre-comum (Estrilda astrild).

Um aspeto importante a ressaltar, € o de que apesar de em trabalhos
anteriores com o0 bico-de-lacre-comum diferengcas em polimorfismos do gene do
recetor dopaminérgico D4 (RDD4) ndo se relacionarem com os testes de
personalidade (Carvalho et al. 2013), um dos quais usei também neste trabalho (teste
do espelho), a minha abordagem manipulativa obteve resultados significativos

relativamente a influéncia da dopamina nos comportamentos testados.

Em resumo, tratamento com todos os compostos (antagonistas D1 e D2, e
agonistas D1 e D2) levou a diminuicdo da atividade locomotora em comparagdo com
tratamento controlo (solucdo salina) em pelo menos um dos testes comportamentais.
No caso dos agonista e antagonista D1 e do antagonista D2 esta diminuicdo de
locomocéo foi significativa no teste do espelho, e no caso do antagonista D1 e
agonista D2 a reducéo da atividade locomotora foi significativa no teste de alimentacao
e objeto novo. Para além dos efeitos na atividade locomotora, obtive duas outras
diferengcas comportamentais significativas nos tratamentos com os antagonistas D1 e
D2. O antagonista D1 levou a um grande aumento do tempo que os individuos
passaram no comedouro, no teste de alimentacdo e objeto novo. E o antagonista D2
provocou uma diminuicdo do tempo que os individuos passaram a olhar na dire¢do do
espelho, no teste do espelho, 0 que interpretamos como menor interesse no estimulo
social (Carvalho et al. 2013; Funghi et al. 2015).
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4.1. Sistema dopaminérgico D1

No meu trabalho, a reducéo de disponibilidade de recetores dopaminérgicos D1
(tratamento com antagonista D1) levou a um grande aumento do tempo que 0s
individuos permaneceram no comedouro, ou seja, levou a um aumento da motivacao
alimentar. Este comportamento de alimentacdo pode resultar do bloqueio do sistema
dopaminérgico (Wang et al. 2004). Isto porque o bloqueio do sistema dopaminérgico
promove uma sensacao de omissdo de recompensa, ou seja, a potencial interrup¢ao
da neurotransmisséo via bloqueio dos recetores D1, reduz o potencial de sinalizacao e
desta forma, a recompensa, fazendo com que o individuo se mantenha em

alimentacdo continuamente.

Estes resultados vao de encontro ao observado por Baldo et al. (2002), onde o
tratamento com antagonista D1 em ratazanas da estirpe Sprague-Dawley, embora néao
alterando a quantidade de alimento ingerido, prolongou a duracdo dos episédios de
alimentacdo e, simultaneamente, reduziu a atividade locomotora. Portanto, o blogueio
dos recetores D1 a um ponto que deprima 0 comportamento locomotor ndo elimina a
motivacdo alimentar. Para além disso, a diminuicdo da transmissdo dopaminérgica
pode diminuir a alterndncia entre comportamentos concorrentes (por exemplo,
locomocdo ou a higiene), prolongando o foco dos individuos apenas naqueles
comportamentos que estdo mais fortemente relacionados com as suas necessidades
basicas. Ou seja, este resultado obtido para o bico-de-lacre, que foi o primeiro teste
sobre o efeito do sistema dopaminérgico em alimentacdo em aves, € concordante com

os resultados obtidos para as ratazanas, da estirpe Sprague-Dawley.

Para além disso, o sistema dopaminérgico D1 parece estar envolvido na
atividade locomotora, tanto no teste do objeto novo como no teste do espelho.
Segundo os resultados obtidos, tanto o agonista D1 como o antagonista D1 levaram a

uma diminuicao da atividade locomotora dos individuos.

Relativamente ao antagonista D1, estes resultados estdo em concordancia com
aquilo que foi descrito por He et al. (2010) em que o tratamento com antagonista D1
(SCH23390) provocou em pintos com um dia de idade, da estirpe “Beijing white 9397,
uma diminuicdo da atividade locomotora induzida pela administracdo de morfina na

sessao de teste.

Quanto ao agonista D1, estes resultados podem estar relacionados com um
efeito ansiogénico temporéario (aumento da ansiedade) induzido pelos agonistas dos

recetores do tipo D1 (Bananej et al. 2012; Nasehi et al. 2011). Neste caso, a reducao
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da sua atividade podera nao ter ocorrido por uma questdo de apatia ou de reducédo da
capacidade de se movimentar (hipocinesia), mas por um aumento do estado de

ansiedade.

4.2. Sistema dopaminérgico D2

BN

O teste do espelho, a semelhanca daquilo que foi descrito em trabalhos
anteriores nesta espécie, permite avaliar comportamento social (Carvalho et al. 2013;
Funghi et al. 2015). Nestes trabalhos, olhar para o espelho é interpretado como maior
interesse em estimulos sociais. Nas minhas experiéncias, individuos com diminui¢ao
de disponibilidade de recetores D2 (tratamento com antagonista D2) olharam menos
tempo para o espelho comparativamente ao controlo, o que sugere uma diminuicdo do
interesse em estimulos sociais. Este resultado difere do encontrado por Sams-Dodd
(1998), onde tratamento com um antagonista D2 (Sulpiride) levou a um aumento do

nivel de interag&o social ativa em ratos, da estirpe Wistar.

No entanto, é importante termos presente que a interagdo social pode ser
dividida em duas componentes: ativa e passiva, com base na atividade e proximidade
dos individuos. Se o individuo se move ativamente e tende a uma maior aproximagao
do seu conspecifico temos um caso de interagdo ativa, se por outro lado se encontra

inativo estamos perante uma interacdo passiva (Sams-Dodd 1996).

E é com base nestes conceitos que pode estar a explicacdo destes resultados
gue a partida poderiam parecer contraditérios. No trabalho desenvolvido por Sams-
Dodd (1998) é testada a interacdo social ativa dos individuos, ao passo que nas
minhas experiéncias aquilo que o teste do espelho me permitiu captar foram as
interacdes sociais passivas: olhar para o espelho e estar atento a estimulos sociais
sem movimento de aproximacdo. Ou seja, poderemos estar a testar tipos de
comportamentos sociais diferentes e ndo comparaveis, no caso dos ratos um
comportamento mais proativo, enquanto para 0s bicos-de-lacre captamos um

comportamento mais reativo.

Tal como se verificou para o sistema dopaminérgico D1, também o sistema
dopaminérgico D2 parece estar envolvido na atividade locomotora, tanto no teste do

objeto novo como no teste do espelho. Segundo os resultados obtidos tanto o agonista
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D2 como o antagonista D2 levaram a uma diminuicdo da atividade locomotora dos

individuos.

Quanto ao agonista D2 os resultados obtidos vao de encontro aos resultados
descritos por Mattingly et al. (1993) em ratos da estirpe Wistar, onde a inibicdo da
atividade locomotora induzida pelo agonista D2 (Quinpirole) era esperada e pode estar
relacionada a estimulagdo dos autorecetores D2. Estes autorecetores parecem fazer
parte de um ciclo de feedback negativo que, quando estimulado, resulta numa
diminuicdo na sintese e libertagdo de dopamina, bem como uma diminuigdo na taxa de
ativacdo das células dopaminérgicas (Drukarch e Stoof 1990; Lynch 1991). Os
recetores D2 pré-sinapticos parecem ser mais sensiveis aos agonistas da dopamina
em comparacao com recetores D2 pdés-sinapticos (Drukarch e Stoof 1990; Skirboll et
al. 1979). Assim, embora doses elevadas de agonistas dopaminérgicos, tais como
apomorfina, aumentem frequentemente a atividade locomotora, doses baixas resultam
tipicamente numa inibicdo da atividade locomotora devido a estimulacdo seletiva dos

autorecetores (Mattingly et al. 1988).

Relativamente ao antagonista D2 os resultados obtidos estdo em concordancia
com estudos prévios que indicam que o antagonista D2 (Eticlopride) reduz a atividade
locomotora (Bardo et al. 1999; Fowler e Liou 1998). De acordo com Bardo et al.
(1999), a administragdo do antagonista D2 bloqueou quase totalmente a atividade
locomotora induzida por uma anfetamina. Estes resultados estdo de acordo com
trabalhos anteriores que demonstraram gque o0s antagonistas seletivos D2 sdo potentes
bloqueadores da hiperatividade provocada pela administracdo de anfetaminas através
de outras vias (Beninger e Hahn 1983; Mazurski e Beninger 1991; Mithani et al. 1986;
Stewart e Vezina 1987; Vezina e Stewart 1989).
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5. Conclusao

Apesar de décadas de investigacdo com foco no sistema dopaminérgico, é de
notar que a maior parte desses estudos sao desenvolvidos em mamiferos, denotando-
se uma clara falta de informacéo relativamente ao grupo das aves. Torna-se, portanto,
fundamental desenvolver uma maior quantidade de estudos em aves para uma melhor
compreensao do sistema dopaminérgico deste grupo e, além disso, expandir este tipo
de trabalhos para mais espécies de aves além daquelas que ja tém vindo a ser
testadas. E exatamente neste contexto que surge este trabalho. Através de uma
abordagem experimental manipulativa (manipulagdo farmacologica) pretendeu-se
tentar obter novos dados relativamente a influéncia da dopamina nos perfis
comportamentais, ao nivel do comportamento social e alimentar do bico-de-lacre-

comum.

Com os resultados obtidos neste trabalho posso concluir que efetivamente o
sistema dopaminérgico esta envolvido nos processos relacionados com a motivagéo
social, o comportamento alimentar e a atividade locomotora do bico-de-lacre-comum.
Estes resultados séo relevantes porque juntamente com dados obtidos em trabalhos
anteriores desenvolvidos nesta espécie (Carvalho et al. 2013; Funghi et al. 2015,
2018) vao-nos permitir desenvolver um conhecimento cada vez mais vasto em torno

do comportamento e personalidade desta espécie.
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Fig. A1 — Efeito dos compostos testados comparativamente ao controlo nas variaveis posicdo média (A), laténcia ao comedouro (B),
tempo no comedouro (C) e atividade (D), analisando com sexos separadamente. Barras de erro representam o erro padrdo. Barras a
azul sdo referentes aos machos e barras a cor-de-rosa séo referentes as fémeas.
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Fig. A2 — Efeito dos compostos testados comparativamente ao controlo nas variaveis tempo a olhar o espelho (A) e PC1 (atividade
locomotora durante exposicéo ao espelho, B), analisando os sexos separadamente. Barras de erro representam o erro padrdo. Barras a
azul séo referentes aos machos e barras a cor-de-rosa séo referentes as fémeas.



