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RESUMO

Uma das caracteristicas da visdo perfeita é a capacidade de fixar o olhar sobre o alvo
desejado. Esta capacidade ¢ influenciada pela regido pré-tectal, que em aves fica na
transi¢&o meso-diencefélica. Através de aferéncias direta da retina ou indireta (via nucleos
associados aos génglios basais), esta drea integra-se ao substrato de varios reflexos
oculares. Apesar de sua importdncia no controle visuo-motor fino, hd grande
desinformagdo sobre muitas das propriedades anatomofisiologicas deste sistema. Nio
existem dados, por exemplo, que indiquem como alguns destes nicleos conseguem manter
uma elevada taxa de descarga neural. Sendo o glutamato um importante agente excitatorio
no sistema nervoso central, decidiu-se investigar a hipdtese da participagio desse
neurotransmissor em nticleos do pré-tecto. Com esta finalidade foi estudada a presenga e a
distribuigéo das quatro subunidades que formam os receptores de glutamato do tipo AMPA
(GluR1, GluR2, GluR3 e GluR4), uma classe de receptores excitatérios ativados por
glutamato, em trés nucleos pré-tectais do cérebro de aves: o nicleo pré-tectal (PT), o
nicleo espiriforme lateral (SpL) e o nucleo espiriforme medial (SpM). Foi utilizado o
padrdo de expressdo de trés proteinas ligantes de célcio: a parvalbumina (PV), a calbindina
(CB) e a calretinina (CR), como um guia histologico a fim de melhor identificar cada
nucleo pré-tectal. Foram feitos cortes de cérebro da area pré-tectal de pintos de 10 a 15
dias (Gallus domesticus), os quais foram processados pela técnica de imuno-histoquimica.
O material foi analisado em microscopia éptica convencional. O PT tem a forma eliptica, é
composto por um nucleo e uma porgéo que o envolve e apresentou marcagées PV+ e CR+,
com fibras e corpos celulares bem marcados, porém sem a presenga de imunomarcagéo
para CB. No SpL, muitas células e processos PV+ ¢ CB+ foram vistos, no entanto, apenas
fibras CR+ foram encontradas dentro deste nucleo. O SpM pareceu conter
imunorreatividade positiva somente para CR, com células e processos bem marcados. Os
resultados utilizando os anticorpos contra as subunidades de receptores de glutamato do
tipo AMPA indicaram que o PT pode conter receptores formados pelas subunidades GluR1
e GluR2. O SpL apresentou imunorreatividade para as subunidades GluR2, GluR3 e
GluR4, enquanto o SpM pareceu conter GluR1, GluR2 e GluR3. Considerando que o
significado funcional destes dados ainda necessita de estudos adicionais, os dados obtidos
sugerem, até o presente momento, que estes trés nucleos estio sob forte aferéncia
excitatéria glutamatérgica mediada por receptores do tipo AMPA. A presenga das
proteinas ligantes de célcio sugere que elas podem ser uma ferramenta histoldgica util para
a identificagdo dos diferentes grupos celulares pré-tectais no cérebro.de aves.



ABSTRACT

A characteristic of perfect sight is the capacity of fixing the look on the desired target. This
capacity is influenced by the pretectal region, which, in birds, is located in the
mesodiencephalic transition. Through direct or indirect (via nuclei associated with basal
ganglia) retina afferent impulses, such an area is integrated to the substratum of several
ocular reflex actions. Despite its importance for the fine visual motor control, there is not
much information on the anatomic and physiologic properties of this system. There are no
data, for instance, indicating how some of such nuclei are able to maintain a high neural
discharge rate. Since glutamate is an important excitant agent in the central nervous
system, one decided to investigate the hypothesis of the participation of such a
neurotransmitter in pretectal nuclei. Therefore, the presence and distribution of the four
sub-units which form the glutamate receptors of type AMPA (GluR1, GluR2, GluR3 and
GluR4) were studied. This is a class of excitant receptors activated by glutamate in three
pretectal nuclei inside the brain of birds: the pretectal nucleus (PT), the lateral coiled
nucleus (SpL) and the medial coiled nucleus (SpM). In order to better identify each
pretectal nucleus, the expression pattern of three Calcium linking proteins—the
parvalbumin (PV), the calbindine (CB), and the calretinene (CR)~-was used as a histologic
guide. Brain cuts were undertaken on the pretectal zone of young chicken, 10 to 15 days-
old (Gallus domesticus), processed through an immune-histochemical technique. The
material was analyzed through conventional optic microscopy. The PT has an elliptic form
and is composed by a nucleus and a portion which involves it; it presented PV+ and CR+
markings, with well-marked fibers and cell bodies but with no immune-markings for CB.
In the SpL, several PV+ and CB+ cells and processes were detected but only CR+ fibers
were found inside this nucleus. The SpM seemed to contain positive immune-reactivity
only for CR, with well-marked cells and processes. The results obtained when using
antibodies against the sub-units of AMPA glutamate receptors indicated that the PT can
contain receptors formed by GluR1 and GIuR2 sub-units. The SpL presented immune-
reactivity for GluR2, GluR3 and GluR4 sub-units, while the SpM apparently contained
GluR1, GluR2 and GluR3. Taking into account that the functional meaning of these data
still requires additional studies, one may affirm that, until the moment, the obtained data
suggest that these three nuclei are under strong excitant glutamatergic afferent impulses
mediated by AMPA receptors. The presence of Calcium linking proteins suggests that
they may represent a useful histologic tool for the identification of different pretectal
cellular groups in the brain of birds.



ABREVIATURAS *

AL — Ansa lenticular

ALP — Nucleo da ansa lenticular posterior (caudal)
AP — Area pré-tectal

CP - Comissura posterior

GLd — Nucleo geniculado lateral
LHy - area hipotaldmica lateral

OM - Tracto occipitomesencefalico
PST — Tracto pré-tecto—subpré-tectal
PT — Nucleo pré-tectal

QF — Tracto Quintofrontal

SO — Nucleo subpré-tectal

SpL — Nucleo espiriforme lateral
SpM — Niicleo espiriforme medial
TeO - Tecto Optico

TIO - Tracto {stmo-6ptico

TrO — Tracto Optico

TSM — Tracto Septomesencefalico

VL — Ventriculo lateral

* Wayne J. Kuenzel & Manju Masson (1988). A stereotaxic Atlas of the Brain of the
Chick (Gallus domesticus). The Jonhs Hopkins University Press. Baltimore, Maryland.
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1 INTRODUCAO

1.1 Considerac¢oes anatomofuncionais sobre a 4drea pré-tectal

O processamento da informag&o visual é um fendmeno complexo que depende
da integragio entre diversas areas cerebrais. Esse trabalho envolve, portanto, um perfeito
sinergismo entre multiplos circuitos neurais responsaveis por diferentes aspectos dessa

informag#o visual.

Uma das mais importantes estagdes de processamento visual é o pretectum ou
regido pré-tectal. Essa area recebe informagfes visuais diretas, através de aferéncias
retinianas, através das células da camada ganglionar (Bordnarenko ef al., 1985), e também
indiretas, provenientes do telencéfalo e do tecto éptico (TeO). A regido pré-tectal encontra-
se entre o tdlamo dorsal € TeO numa zona de transigéo entre o diencéfalo e o mesencéfalo,
e, embora outras respostas nio visuais ja tenham sido descritas como dependentes dessa
estagdo neural, parece muito clara que essa area estd particularmente envolvida na

modulagdo do comportamento motor ocular em resposta aos estimulos visuais.

Diversos estudos t&ém mostrado ser a regiio pré-tectal o centro neural (cerne
neurovegetativo) responsavel pelo controle de muitos reflexos visuais. Cabe a esse
territério neural, por exemplo, modular o sistema eferente motor, por meio do controle fino
da taxa de disparo dos niuicleos motores cranianos (Gamlin e Clarke, 1996). Assim,
neurdnios motores pertencentes aos nucleos oculomotor (nlll), troclear (nIV) e facial

(nVIl), principalmente, tém freqii€ncia de disparo moduladas por aferéncias pré-tectais.

Se existe um consenso sobre o papel fundamental desta area cercbral na
integragdo sensdrio-motora requerida para os ajustes reflexos oculares, 0 mesmo néo pode

ser dito quando se buscam detalhes sobre como esse ajuste pode ser efetuado. Devido a



complexidade das estruturas anatdmicas na regido mesodiencefalica, uma das maiores
“dificuldades para o estudo anatomofuncional desta circuitaria reside no escasso
conhecimento sobre a citoarquitetura dos nucleos pré-tectais, parecendo ser verdadeiro

para toda a classe de vertebrados.

Em aves, um animal visual por exceléncia, um dos primeiros trabalhos
envolvendo anatomia microscopica e analises comparativas funcional entre aves e
diferentes classes de vertebrados foram publicados pelo grupo de Harvey Karten. Assim,
historicamente, boa parte da pesquisa neuroanatdmica envolvendo aves teve como guia o
atlas do cérebro de pombos de Karten e Hodos, 1967. Como heranga desse fato, tem;se
entdo que a regido pré-tectal anterior compreende varios grupos nucleares dos quais os
mais conhecidos e estudados sfo: a area pré-tectal (AP), o nucleo pré-tectal (PT), o nucleo
pré-tectal difuso (PD) o nicleo pré-tectal medial (PTM), o nucleo espiriforme medial
(SpM), o nucleo espiriforme lateral (Spl), e o nicleo lentiforme mesencefalico (LM), de

posi¢éo mais caudal.

Hoje, & luz de técnicas mais recentes, de maior resolugdio, boa parte desse
conhecimento tém sido revisto; contudo, para as estruturas maiores e melhor
caracterizadas, as descrigdes citoarquitetonicas originais ainda permanecem validas. Desta
forma, com a crescente utilizagdo de outras espécies de aves como modelo experimental
(Wallace, 1985, Cozzi et al., 1991), boa parte da nomenclatura foi mantida para espécies

filogeneticamente préximas (Kuenzel e Masson, 1988; Butler e Hodos, 1996).

Um dos nucleos estudados é o LM, que é considerado homologo ao nuicleo do
tracto optico (NOT) de mamiferos (Gioanni ef al., 1983), o qual tem um importante papel
na geragéo e controle do nistagmo optocinético (Gioanni et al., 1983; Baldo e Britto, 1990;
Vargas et al., 1998). Essa homologia, bastante discutida por McKenna ¢ Wallman (1985),
foi originalmente baseada em consideragdes embrioldgicas, similaridade de suas proje¢des
(critérios anatémicos) e caracteristicas neurofisiologicas (critérios funcionais). O LM e
mais a area pré-tectal (AP), um outro territério neural ainda ndo muito bem delimitado,
recebem uma densa projegdo da retina. Em muitas espécies, o LM, pode, ainda, ser
subdividido em duas porgdes: a pars lateralis e pars medialis, que juntamente com a area
pré-tectal formam o complexo pretectal. O LM de péssaros projeta-se para o cerebelo
vestibular bem como para as folhas VI, VII e VIII modulando a atividade cerebelar através
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das fibras trepadeiras por meio de uma projecdo direta ou indireta, via nucleo pontino
lateral e olivar inferior (Clarke, 1977; Gamlin, 1984).

Um outro ndcleo pré-tectal, o PD encontra-se rostral a AP e também recebe
proje¢cdes da retina, embora em menor quantidade. O nucleo subpretectal € o nicleo
intersticio-subpretectal encontram-se em posigdo ventral a esses e ambos projetam-se para

o nicleo rotundus e tdlamo dorsal (Butler e Hodos, 1996).

Estudos comparativos tém demonstrado uma ampla variacio no numero e
configuragdo dos processos terminais oriundos da retina para o pretectum entre os hdo
mamiferos. Em cicléstomos (Kusunokoi e Amemya, 1983; Vesselkin et al., 1982) e no
peixe-pulméo (lungfish) da familia /epidosirenid (Northcutt, 1977), a regifo pré-tectal
recebe somente uma Unica projecdo da retina. J4 o prefectum da arraia Skate tem trés zonas
retino-recipientes (Northcutt e Wathey, 1980). Algumas espécies de teledsteos (Repérant er
al., 1976) tém trés ou mais areas pré-tectais retino-recipientes. Essa variagdo em numero de
dreas retino-recipientes ¢ também encontrada entre os anfibios. Os nicleos pré-tectais tém
sido estudados em algumas espécies de répteis, e trés ou quatro nicleos foram
reconhecidos como alvo de projegéo direta da retina (Butler € Northcutt, 1971; Repérant e
Rio, 1976; Shroeder, 1981; Bass e Northcutt, 1981).

Os nucleos retino-recipientes da regido pré-tectal possuem muitas projegdes
ascendentes e descendentes, entretanto, somente de 100 a 200 células da regido pré-tectal
parecem estar envolvidas no reflexo pupilar 4 luz (Gamlin e Cohen, 1988). Esse dado
aliado ao fato da projeg@o retiniana ser extensa nessa area, originou a suspeita de que a
regido pré-tectal, além de modular a constri¢do pupilar, possa estar envolvida em diversas

respostas motoras oculares (Gamlin e Cohen; 1988; Klooster ¢ Vrensen, 1998).

A AP projeta-se para o niicleo de Darkschewitsch e o nucleo intersticial de

Cajal e provavelmente estas proje¢des estdo envolvidas com o movimento dos olhos e da
cabega (Gamlin e Cohen, 1988), integrando reflexos mais complexos. A AP também se
projeta para o cerebelo, corroborando a sugestdo de que o cerebelo também possa interferir
na modulag@o dindmica do reflexo pupilar & luz, resposta no qual um outro importante
nticleo tem ativa participagéo, o nucleo pré-tectal (PT). Da inter-relagio entre o PT e outras
dreas, depende muito a eficacia da resposta pupilar & luz, assim como de outros ajustes
3



~ vegetativos oculares relativos a outras fungdes visuomotoras (Huntborn e al., 1973). De

qualquer forma, é importante a compreens3o de como essa integragdo ¢ possivel.

1.2 Neurotransmissores e neuromoduladores na drea pré-tectal

Em um recente artigo, Gamlin et al. (1996) demonstraram que o PT, inerva o
tecto optico (TeO) de pombos através de fibras contendo neuropeptideo Y (NPY). Gamlin
etal, (1996) mostraram, através de injegGes de tragadores retrogrados e anterdgrados, que
este nicleo se projeta bilateralmente para a camada 5B, o que sugere que essa proje¢do PT-
TeO pode modular (no TeO) a informagdo visual que chega da retina. Estudos baseados na
organizagdo tectal de outros vertebrados (sapos) mostraram que NPY tem efeito inibitdrio
na transmissdo retino-tectal (Schwippert ¢ Ewert, 1995) desse anfibio, mas nfo existem

evidéncias de que esse dado possa ser extrapolado para aves.

Estudos imuno-histoquimicos realizados por Boswellt er al. (1998) que
utilizaram anticorpos diretamente contra 0 RNAm de NPY no cérebro de aves revelaram a
presenca de neurdnios supostamente neuropeptidérgicos nas seguintes areas: tdlamo lateral,
hipocampo, no nucleo linear caudal (LC) e outros niicleos do tronco. Tais trabalhos
revelaram uma distribuigdo de células NPY-positi\}as semelhante entre vertebrados

mamiferos ¢ ndo mamiferos como passaros, peixes, anfibios e répteis (Aste et al., 1991).

A presenca conservativa de substdncias neuroquimicas no SNC dos
vertebrados enfatiza a importincia funcional que certos sistemas neuronais tém e sugere
um possivel elo de ligagdo filogenética. Na verdade, ndo existem provas de que a simples
presenca do mesmo neurotransmissor/neuromodulador em um determinado sistema
signifique que este ou aquele agente exerce fungdes fisiologicas semelhantes em
mamiferos € outras classes de vertebrados. Uma rapida comparagdo no padrio de
distribuigdo de neurénios monoaminérgicos no territério do tronco cerebral de mamiferos
revela uma certa semelhanga entre essas duas classes de vertebrados (Dahlstrom e Fuxe,
1964; Steinbusch, 1981) e aves (Yamada e Sano, 1985; Yamada et al., 1984; Sako et al.,
1986).

A modulaggo da informag&o visual proveniente da retina é exercida mediante
agentes inibitdrios e excitatorios. Assim diversos sistemas de neurotransmissores podem
estar atuando neste controle, em ag@o conjunta com o NPY. O PT, por exemplo, recebe
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aferéncias polissindpticas do ginglios basais através do nucleo posterior da ansa lenticular.
Essa densa via parece ser serotonérgica, provavelmente originaria da rafe (Gamlin et al.,
1996). Uma das primeiras evidéncias de neurdnios contendo serotonina no cérebro de aves
foi obtida por Fuxe e Ljunggren (1965), utilizando o método FIF (fluorescéncia induzida
por formaldeido; Falck, 1962). Mais recentemente, através da utilizagio de técnicas de
imuno-histoquimica em pintos (Yamada et al., 1984; Wallace, 1985; Yamada e Sano,
1985; Sako et al., 1986, Toledo e Britto, 1999), codornas (Cozzi et al., 1991) e pombos
(Toledo et al., 1995), tém indicado uma vasta distribuigdo de corpos celulares e fibras
imunorreativas a serotonina no cérebro de aves, sugerindo o extenso envolvimento desse

neurotransmissor em fun¢des motoras e sensoriais.

Neste pioneiro trabalho Fuxe e Ljunggreen, (1965) demonstraram que, além da
serotonina os cérebros de pombos também contém quantidades significantes de
noradrenalina ¢ dopamina, mas quantidades ndo detectaveis de adrenalina. Hoje se sabe
que esse fato ndo ¢ mais verdade (Toledo, et al., 1999) sendo esse resultado falso-negativo

apenas resultado de técnicas de baixa resolugéo.

Desde a década passada (Yucel et al., 1987) tém-se investigado a participagdo
de neurosubstdncias como mediadoras do comportamento visuo-motor em estruturas
visuais tectais e sub-tectais. Na mediagéio dessa resposta em sapos, estio envolvidos
diversos nucleos retino-recipientes localizados na jungdo mesodiencefalica, como o niicleo
da raiz Optica basal e os nicleos pré-tectais taldmico posterior, uncinato, lentiforme
mesencefalico, € também os niicleos taldmicos postero-central e pdstero-lateral. LesGes
destas estruturas (Bonaventure et al., 1985) produzem ruptura do sincronismo entre o
estimulo visual e a resposta motora, demonstrando seu envolvimento na mediagdo do

reflexo optocinético.

Bugbee (1979) demonstrou que lesdes combinadas do nicleo espiriforme
lateral e do PT afetam a habilidade dos passaros em bicar alvos moveis corroborando o
aparente envolvimento do PT em alguns aspectos da integracdo visuo-motora em passaros.
A combinagéo de lesGes pré-tectais em sapos inibem os comportamentos de fuga e caga

nesses animais (Ewert, 1970).

Klooster ¢ Vrensen, (1997), utilizando varias técnicas neuroanatdmicas,

investigaram o papel do acido gama-aminobutirico (GABA) em outro niicleo do pré-tecto
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de ratos, o nucleo olivar pré-tectal (PON) e confirmaram a alta complexidade da
organizagdo sindptica ¢ abunda ncia de elementos inibitdrios nessa regifio, sugerindo que o
GABA no PON esta fortemente envolvido com o processamento da informagio visual e no
reflexo pupilar a luz; dados que correspondem ao papel creditado ao PON em primatas
(Gamlin et al., 1996).

Ainda que escassas todas as informagdes até agora disponiveis convergem para
a sugestdo de que a regido pré-tectal tem grande importdncia no processamento da
informag&o visual, seja participando de reflexos diretos (como o pupilar), ou modulando o
processamento do sinal no tecto Optico de anfibios; o mesmo parecendo ocorrer em
passaros. Desta feita, a descrigiio anatdmica e a natureza neuroquimica destas vias, que
partem ou chegam & area pré-tectal € o primeiro passo para um melhor entendimento do

processo visual. Sendo esta descrigdo anatdmica o principal objetivo deste trabalho.

1.3 Proteinas ligantes de cdlcio como marcadores neurais

O ion célcio € um dos mais importantes agentes citosolicos estando envolvido
em muitas das agdes celulaResearch Variagdes na concentragdo do calcio intracelular
induzem alteragdes no metabolismo neuronal, ativando ou inibindo respostas celulares
(Heizmann e Braun, 1992). Assim, as etapas metabdlicas sdo moduladas pela flutuagio da
concentragdo do calcio livre ¢ mecanismos de tamponamento desse ion se fazem
necessarios (Celio, 1989; Baimbridge et al., 1992). Estes mecanismos podem envolver
proteinas ligantes de cdlcio (Braun, 1990; Baimbridge et al., 1992) como a parvalbumina
(PV), a calbindina (CB) e a calretinina (CR). Estas substincias s3o parte de uma classe de
proteinas que supostamente mantém as concentragdes intracelulares de calcio em
patamares fisiologicos (Braun, 1990; Baimbridge ef al., 1992). Entretanto, independente de
seu papel funcional, essas proteinas t€m sido utilizadas como eficiente marcador celular
(Jones e Hendry, 1989; Baimbridge et val., 1992; Andressen et al., 1993), com especial

destaque nas areas visuais (Celio, 1990; Demeulemester ef al., 1991, Britto et al., 1994).

A distribuigdo diferencial dessas proteinas é um poderoso meio de
caracterizagdo e delimitagfio nuclear (Andressen et al., 1993; Toledo et al., 1995), podendo
tornar-se uma importante ferramenta no estudo da arquitetura neuroquimica do sistema

nervoso.



1.4 O Neurotransmissor Glutamato

O aminoéacido glutamato € o agente excitatorio mais abundante do sistema
nervoso central (Hollmann e Heinemann, 1994; Ozawa et al., 1998). Este neurotransmissor
age por meio de um grande numero de recepiores o que pode, em parte, explicar seu largo
espectro de atividade funcional. Os receptores de glutamato podem se constituir de canais
i0nicos, ditos ionotrépicos (Barnard, 1997), ou atuar por meio da cascata metabdlica
desencadeada por proteinas G, ditos metabotropicos (Conn e Pin, 1997). Ambos t€ém sido
objeto de estudos constantes e, embora néo se possa generalizar, sistemas mais dindmicos
como circuitos visuais, t€ém sido comumente descritos como constituidos por receptores do
primeiro tipo (Ebling, 1996; Theiss et al.; 1998), enquanto que os metabotrdpicos parecem
estar mais relacionados com modulagéo do sinal (Conn e Pin, 1997) ou mesmo alteragdes

estruturais (Kubo et al., 1998).

Os receptorés de glutamato (GluRs) que operam por meio de canais i6nicos
(Barnard, 1997) podem ser classificados em receptores do tipo acido alfa-amino-3-hidroxi-
5-metil-4-isoxazoleno propidonico (AMPA), acido cainico (KA) e N-metil-D-aspartato
(NMDA). Os dois primeiros, devido a similaridade funcional que apresentam, também séo
conhecidos por receptores do tipo nio-NMDA. De qualquer maneira, embora 0 NMDA
apresente uma cinética mais lenta em comparagfo aos receptores do tipo AMPA e KA
(Gasic e Hollmann, 1992), todos produzem potenciais excitatorios pos-sinapticos por

permitirem fluxo catidnico trans-membrénico.

A composig@io dos GluRs ionotrépicos é variada j4 que depende de quais
subunidades seriam as constituintes do receptor em si. Cada receptor seria formado por um
complexo hetero-oligomérico composto por quatro subunidades (Rosenmund et al., 1998).
A despeito de uma alta homologia, cada subunidade deriva de uma seqiiéncia de
aminoacidos pré-determinada por um gene especifico (Hollmann e Heinemann, 1994).
Assim, até agora foram isoladas e descritas 4 subunidades diferentes para a familia dos
receptores do tipo AMPA (GluR1, GluR2, GluR3 e GluR4); 5 subunidades diferentes para
os receptores do tipo KA (GluRS, GluR6, GluR7, KA1l e KA2), e 5 subunidades para os
receptores do tipo NMDA (NMDARI1, NMDAR2A, NMDAR2B, NMDAR2C e
NMDAR?2D). Estas subunidades podem se combinar e, dentro de cada classe de receptor

1onotropico, compor o tetrdmero (pelo menos para o tipo AMPA) da estrutura do receptor.



Na regifo pré-tectal devem co-existir diversos sistemas neuioquimicos, € muito
provavel que o glutamato tenha um importante papel como substéncia neurotransmissora e
parece ainda bastante racional prever que grande parte da resposta seria mediada por
receptores ionotropicos do tipo AMPA. E foi exatamente essa a proposigdo que

procuramos investigar no presente trabalho.



2 OBJETIVOS

Diante da importincia da regido pré-tectal, como integradora de informagdes
visuais ¢ frente a0 pouco conhecimento até agora existente em aves, foi nosso objetivo
procurar melhor caracterizar a citoarquitetura de um niicleo dessa area, o nuicleo pré-tectal
(PT), e também de dois de seus vizinhos, o nicleo espiriforme medial (SpM) e o nicleo

espiriforme lateral (SpL), em aves.

Como estratégia experimental, primeiro utilizamos o padrio de
imunorreatividade diferencial de trés proteinas ligantes de calcio, a parvalbumina, a
calbindina e a calretinina, como marcadoras de populagGes neuronais para, em seguida,
estudar a presenga e o padrio de expressdo das subunidades GluR1, GluR2, GIuR3 ¢
GluR4 dos receptores de glutamato do tipo AMPA na regifo pré-tectal de pintos.



3 MATERIAIS E METODOS

No decorrer deste estudo utilizamos pintos de postura (Gallus domesticus) de
10 a 15 dias de nascimento, machos e fémeas, provenientes de agropecudrias da grande
Florian6polis (SC) e da grande Sdo Paulo (SP). Até o procedimento experimental ser
realizado, os animais eram mantidos em um ambiente com ciclo controlado de luz (12 h
claro / 12 h escuro) com acesso irrestrito & 4gua e alimentag3o. Os experimentos foram
conduzidos de acordo com os Principios Eticos na Experimentagio Animal do COBEA
(Colégio Brasileiro em Experimentagdo Animal) de Junho de 1991.

Para a analise histolégica da regifio pré-tectal, as aves eram profundamente
anestesiadas com ketamina (Ketalar, PARKE-DAVIS, 0,2 ml / 0,4 kg de peso corporal,
i.m) e xilazina (Rompum, MILES LAB, 0,3 ml/ 1 kg de peso corporal, i.m). Ap0s abertura
da cavidade visceral com exposi¢do toraxica, os animais eram perfundidos por via
intracardiaca com salina tamponada (pH 7,4) seguida de solugio de 4% paraformaldeido
em tampio fosfato (PFA, pH 7,4) a 4°C. Os cérebros eram entdo removidos €, apoés 4 a 12
horas mantidos na mesma solugfo fixadora (PFA), os cérebros foram transportados para
uma solugdo de sacarose a 30% em tampdo fosfato pH 7,4, onde permaneceram por 24
horas, até serem cortados em micrétomo deslizante de congelamento (Leica, mod. 1400)

com uma espessura de aproximadamente 35 pum.

Os cortes foram recolhidos em ordem seqliencial ¢ colocados em 6
compartimentos semelhantes preenchidos com solugdo de tampao fosfato 0,1 M, pH 7.4.
Neste primeiro momento, um dos compartimentos era selecionado e os cortes de tecido
eram montados (em ordem de corte; caudal para rostral) em liminas gelatinizadas em

solugdo contendo potassio-cromo. Depois de secos, foram corados pelo método de Giemsa



(30-60 minutos em solugdo de Giemsa 1:20 em tampio metanol, pH 6,9 - Sigma
Diagnostics, St. Louis, MO) para servir de guia histologico da regido pré-tectal. Os cortes
dos compartimentos remanescentes eram mantidos a 4°C até serem utilizados para

processamento imuno-histoquimico (IHC).

3.1 Procedimento Imuno-histoquimico (IHC)

Uma vez selecionados para IHC, os cortes eram lavados por 10 minutos por
trés vezes, em temperatura ambiente, em solugdo tampéo fosfato 0,1 M pH 7.4, e entdo
incubados por 24 a 48 horas, com o anticorpo primério. As diluigdes eram sempre feitas
em Triton-X-100 0,3% em tampdo fosfato 0,1 M, pH 7,4. Encerrada esta etapa, os cortes
eram lavados novamente em tamp#do fosfato & temperatura ambiente e incubados por 1
hora com o antiéorpo secundario (contra o animal em que foi feito o primario) marcado
com a proteina biotina. Apos uma nova série de trés lavagens a temperatura ambiente, os
cortes foram colocados por uma hora e meia numa nova solugio de Triton-X-100 0,3% em
tampdo fosfato 0,1 M onde eram incluidos o complexo avidina-biotina-peroxidase (ABC
ELITE kit, Vector 1Abstract) e de cloreto de sdédio (0.35M). Depois desta fase, os cortes
eram novamente lavados e imersos em um meio contendo diaminobenzidina 0,05% em
tampéo fosfato 0,1 M por cerca de 15 minutos. A seguir eram acrescentados cerca de 800
ml de solugéio de peréxido de hidrogénio a 30%, sendo que os cortes eram mantidos neste
banho até a reagfio ser evidenciada. Uma vez atingido o ponto 6timo de contraste entre a
regifio marcada e o tecido néo reativo, os cortes eram removidos desta solugio e sucessivas
lavagens em tamp&o fosfato 0,1 M eram aplicadas. Estas tinham por finalidade a remog#o
do excesso do reagente e antecederam & montagem dos cortes em ldminas tratadas com

gelatina e alimen cromo.

Os cortes eram montados em seqiiéncia, mantido por trés a quatro dias em
placa quente a 35°C para secagem. Depois eram brevemente hidratados (mergulhados por
um minuto em &gua destilada), banhados em solug#o de tetroxido de ésmio 0,1% por 15-30
segundos, desidratados por uma série de alcool em concentragdes crescentes, clarificados
com Hemo-De (Fisher) e cobertos com laminulas tendo como meio de montagem o
Permount (Sigma). Uma vez prontos, 0s cortes eram observados em microscopia de luz e,

se fosse o caso, fotografados.
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3.2 Anticorpos utilizados

Na execugdo do presente trabalho, utilizamos os seguintes anticorpos primarios
contra as proteinas ligantes de calcio: anti-parvalbumina e anti-calbindina (ambos da
Chemicon, International, Inc., Temecula, CA) feitos em camundongo, e anti-calretinina
(Sigma, Saint Louis), feito em coelho. Nos experimentos investigando a expressdo das
subunidades dos receptores de glutamato do tipo AMPA, utilizamos anticorpos contra as
subunidades GluR1, GluR2/3, ¢ GluR4 (feitos em coelho), além de um anticorpo
especifico contra GluR2 feito em camundongo, todos esses também procedentes da
Chemicon International Inc. Utilizamos ainda, dois anticorpos diferentes, especificos
contra a subunidade GluR3 (N-19, sc-7613 e C-20, sc-7612), ambos feitos em cabra a
partir do GluR3 humano ¢ obtidos da Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA). O
primeiro (N-19) foi feito contra uma seqii€ncia peptidica da porgdo amino terminal € o

segundo (C-20), contra uma cadeia da porgio carboxi terminal.

3.3 Anadlise dos dados

Para os procedimentos de contagem e medi¢do do tamanho dos corpos
celulares, a 4rea de interesse era visualizada, focada e a imagem capturada por uma cimera
digital resfriada (Dage-MTI Inc., Michigan City, IN) acoplada ao microscépio. A seguir
essa imagem era digitalizada, congelada e enviada a um compﬁtador da plataforma
Macintosh (PowerMac, Apple Systems, Cupertino, CA) onde um programa de andlise de
imagens (Image System 1.53) disponibilizado pelos Institutos Nacionais de Saude

americanos (NIH) era utilizado.
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4 RESULTADOS

4.1 Consideracdes gerais — Coloracio de Giemsa

A utilizagdo da técnica de Giemsa permitiu uma clara identificagdo dos
principais grupos celulares situados na regido pré-tectal do cérebro de pintos (figura 1). O
mais inequivoco deles, o PT, mostrou-se facilmente identificavel. Em pintos, esse nucleo
apresenta-se formado por uma grande e compacta massa de células circundada por um
espago sem marcagdio distinta. A porgdo celular é representativa de um niicleo esférico,
tendendo a ovoide, cuja forma pode ser comprovada mediante a analise feita através de

cortes seriados.

Em posi¢do ventral ao PT, os cortes corados com Giemsa também
identificaram com perfei¢do uma outra massa de células formando o nucleo espiriforme
lateral (SpL). Devido & intensidade de marca¢8o dos corpos celulares, o SpL e o PT
facilmente destacavam-se como duas unidades nucleares em meio ao tecido circundante no
territorio pré-tectal (figura 1), tal qual referidos no atlas de pinto (figura 2) de Kuenzel e
Masson (1988).

Uma breve analise visual mostrou que o SpL apresenta células maiores que o
PT. Fazendo-se uma comparagdo do tamanho maximo e minimo das células (medidas em
seu maior eixo, com o auxilio do computador) presentes na por¢do central do PT
(aproximadamente entre 12-28um) com a variagio no tamanho das células do SpL
(variagdo entre 15 e 32um), esta indica que ambos parecem conter populagbes de
neurdnios com tamanhos de corpos celulares equivalentes. Entretanto, observando-se égora

o valor médio, percebe-se que o PT ¢ constituido de fato, em sua maioria, por células



Figura 1. Fotomontagem de fotomicrografias de corte coronal do cérebro de pintos corado
pela técnica de Giemsa. Nota-se que o nucleo pré-tectal (PT) parece constituir-se de uma
porgdo mais central, uma compacta massa de células de forma eliptica, circundada por um
envoltério ou capa onde poucos corpos celulares podem ser vistos. Na regido central do
PT, um grande vaso sangiiineo pode ser claramente visto. Ventral ao PT, observa-se outra
grande massa celular em forma de disco: o nicleo espiriforme lateral (SpL). As células que
compdem ambos nucleos mostraram-se bem coradas e definidas, contrastando com os
corpos celulares menores e dispersos na circunvizinhanga. Os limites do nucleo

espiriforme medial (SpM) néo puderam ser distinguidos com eficiéncia mediante essa
técnica. Barra de escala: 250 pm.
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Figura 2. Adaptagio de corte coronal do cérebro de pintos feito por KUENZEL e
MASSON (1988). A regido representa uma posigdo correspondente ao AP 5.0.

Abreviaturas no anexo. Barra de escala: 250 pm.
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menores (cerca de 18,6 pm), enquanto que no SpL nota-se uma nitida preferéncia por

células maiores (por volta de 27,5 pm).

4.2 Imunohistoquimica para as proteinas ligantes de Ca

A marcagdo imuno-histoquimica com os anticorpos contra proteinas ligantes de
calcio permitiu uma perfeita delimitagéio da extensdo do PT e do SpL. A marcag¢do contra

parvalbumina (PV) (figura 3) mostrou forte imunorreatividade em ambos os nucleos.

No PT, foram vistos evidentes e bem marcados corpos celulares positivos a
PV, com exuberantes processos, na por¢do mais externa desse nucleo. A disposi¢do das
células sugere uma estrutura do tipo capa, envolvendo a por¢do central. Essa por¢do parece
ser o centro do nucleo, local onde predominaram fibras PV+, com algumas poucas e
escassas c€lulas. No SpL a grande maioria das células (cerca de 80%) foram
imunorreativas ao anticorpo contra PV. E digno de nota relatar que esse tipo de marcago
permitiu mostrar, com nitidez, a maci¢a quantidade de fibras partindo desse nucleo,
diferenciando o SpL nuclear, mais medial, e a porgéo eferente do SpL, mais lateral. Nos

estudos envolvendo PV (figura 3), o SpM néo apresentou imunorreatividade digna de nota.

Nos cortes de tecido onde empregamos o anticorpo contra calbindina 28-kD,
essa marcagdo serviu para confirmar os dados para o SpL obtidos com PV. Vé-se de
maneira clara e inequivoca, as duas partes do SpL (figuras 4 e 5). Tal qual visto para PV,
também por volta de 80% das células do SpL sdo CB+, com seus processos parecendo
dirigir-se a parte lateral para formar o feixe emergente. O PT e o SpM ndo mostraram
marcagdo alguma (figura 4), podendo o PT, inclusive, ser delimitado pelas poucas fibras
CB+ vistas ao redor (mas ndo dentro) desse nucleo. O mesmo n3o pode ser dito com

respeito a0 SpM, que ndo apresentou indicio de marcagio.

Os dados sobre a marcagdo contra calretinina (figura 6) também mostraram boa
definigdo dos trés nucleos pré-tectais estudados (PT, SpL e SpM). O PT pode ser
identificado pelo tipo de fibras na porgéo central, diferindo no padrio e quantidade das
fibras na porgéo periférica. A regido central parece ser formada por um grande niimero de
processos CR+ em uma disposi¢do lembrando campos terminais (assim como no SpL).
Essa regido central mostrou-se encapsulada por fibras e células, em especial na faixa de

16



Figura 3. Fotomontagem de fotomicrografias de corte coronal do cérebro de pintos
processado imuno-histoquimicamente com anticorpo contra parvalbumina (PV).
Observamos que o PT apresenta muitos corpos celulares PV+ bem marcados. O SpL

apresenta cerca de 80% de suas células PV+. Barra de escala: 250 pm.
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Figura 4. Fotomontagem de fotomicrografias de corte coronal do cérebro de pinto
processado imuno-histoquimicamente com anticorpo contra calbindina (CB). Observamos
que a grande maioria das células do SpL sdio CB+, sendo que o PT ¢ o SpM ndo
apresentaram marcac@o celular. No PT poucas fibras CB+ foram vistas ao seu redor. Barra

de escala: 250 pum.
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Figura 5. Fotomicrografia de corte coronal do cérebro de pintos processado imuno-
histoquimicamente com anticorpo contra calbindina (CB). Observamos detalhes do SpL,
onde o mesmo apresenta-se constituido de duas partes, o SpL nuclear, mais medial (M) e a

porgéo dita eferente do SpL, mais lateral (L). Barra de escala: 250 um.
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Figura 6. Fotomontagem de fotomicrografias de corte coronal do cérebro de pintos
processado imuno-histoquimicamente com anticorpo contra calretinina (CR). Os trés
nucleos pré-tectais estudados (PT, SpL e SpM) apresentam marcagdo positiva para CR.
Barra de escala: 250 um.
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transi¢@o entre nucleo e periferia, conforme pode ser notada na figura 7 (A e B). Algumas
bem marcadas, células CR+ na 4rea considerada o cerne do PT podem ser mais bem vistas
no maior aumento (figura 7B). A presenga das poucas fibras CR+, envolvendo a periferia
do PT formam um claro que contrasta com a forte marcagdo das fibras e células
envolvendo o PT como um todo (figura 7A); mas estas encontram-se claramente fora dos

limites externos desse nucleo.

O SpL e o SpM mostram muitos processos CR+ mas apenas o SpM apresentou
células CR+ (figura 8). A marcagdo de fibras no SpL tendeu a ser mais evidente nas areas
onde existem corpos celulares (figura 9) e um olhar cuidadoso revela que as fibras CR+
parecem envolver as c€lulas. J4 os dados relativos ao SpM indicam que boa parte (ao redor
de 60%) dos neur6nios desse nucleo sdo imunorreativos a CR. A marcagdo para CR
revelou que o SpM resulta em um conglomerado nuclear esférico, parecido com a regido
central do PT, entretanto, o padrdo de imunorreagéo visto para CR o torna inconfundivel
(figura 10). Em um plano mais caudal, onde o PT ndo pode mais ser visualizado, esse foi
um importante fator diferenciador; inclusive, parte dos processos que emergem
lateralmente das células do SpM podem compor parte do feixe de fibras que reveste

externamente o PT.

4.3 Imunohistoquimica para receptores de AMPA

O PT, o SpL e o SpM também mostraram ser imunorreativos a alguns dos

anticorpos contra subunidades de receptores de glutamato do tipo AMPA.

Os resultados com o anticorpo contra a subunidade GluR1 (figura 11) indicam
uma forte marcagdo de processos na parte central do PT. Foram observadas ainda, muitas
células no SpM mas ndo no SpL. Ainda no SpM, além das células mostrarem uma
imunorreatividade bem evidente, pareceu que esse nucleo também contém muitos

processos GluR1-positivos.

Nos experimentos usando o anticorpo contra a subunidade GluR2 (figura 12), o
PT apresentou um padrdo de marcagéo de processos similar ao visto para GluR1. Muitos
corpos celulares foram encontrados na por¢do mais central desse nucleo. Um dado

interessante ¢ a grande quantidade (quase 100%) de células (mas ndo processos)
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Figuras 7 A e B. Fotomicrografias de cortes coronais do cérebro de pinto processado

imuno-histoquimicamente com anticorpo contra calretinina (CR). Em A a regido central do
PT parece ser formada por um grande nimero de processos CR+ e a regido periférica
apresenta-se formada por fibras e células CR+. Observando-se em maior aumento (B),
podemos perceber melhor o centro do PT evidenciado pelas células CR+ e a presenga de
um namero reduzido de fibras CR+, envolvendo a periferia do referido nicleo. Barras de
escala: 250 um (A) e 100 um (B).
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Figura 8. Fotomicrografia de corte coronal do cérebro de pinto processado imuno-
histoquimicamente com anticorpo contra calretinina (CR). Observamos que tanto o SpL
quanto o SpM mostram muitos processos CR+, mas apenas o SpM apresenta células CR+.

Barra de escala: 250 um.
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Figura 9. Detalhe da figura 8 evidenciando o SpL caudal. Observamos que a marcagio de
fibras no SpL é mais evidente nas areas onde existem corpos celulares e parece que as
fibras CR+ envolvem o vazio que pode corresponder as células ndo marcadas. Barra de

escala: 100 um.

24



Figura 10. Detalhe da figura 8 evidenciando o SpM caudal. Observamos que cerca de
metade dos neurdnios deste nicleo parecem ser CR+. O padrfio neuronal tipico ¢ irregular

com muitos processos sem um direcionamento preferencial. Barra de escala 100pm.
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Figura 11. Fotomicrografia de corte coronal de cérebro de pinto processado imuno-
histoquimicamente com anticorpo contra a subunidade GluR1 do receptor de glutamato do
tipo AMPA. Observamos uma forte marcagéo de processos na parte central do PT e muitas

células e processos no SpM considerados GluR 1-positivos. Barra de escala: 250 um.



Figura 12. Fotomicrografia de corte coronal do cérebro de pinto processado imuno-
histoquimicamente com anticorpo contra a subunidade GluR2 do receptor de glutamato do
tipo AMPA. Observamos a presenga de muitos corpos celulares GluR2-positivos na parte
central do PT. O SpL e o SpM apresentam quase 100% de suas células GluR2-positivas.

Barra de escala: 250 pm.
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consideradas GIuR2-positivas observadas tanto no SpL quanto no SpM. Utilizando um
anticorpo dirigido contra uma mesma seqiiéncia compartilhada pelas subunidades GluR2 e
GluR3 (anti-GluR2/3), podemos perceber que o padrio de marcagio (apesar de sempre ser
mais fraco) ndo muda no PT, porém, células imunorreativas ao GluR2/3 foram encontradas

somente no SpL mas ndo no SpM (figura 13).

O teste de dois novos anticorpos contra a subunidade GIluR3 (figura 14)
revelou resultados parecidos, mas nenhum deles mostrou especificidade suficiente para
uma marcagdo capaz de ser considerada positiva em definitivo. Os resultados desses
experimentos revelaram o PT sem nenhuma marcag@o digna de nota e indicios de corpos

celulares no SpL e SpM.

O anticorpo contra a subunidade GluR4 demonstrou forte marcagéo de
processos e corpos celulares no SpL (figura 15), em um padro similar ao visto para PV e
CB, mas ndo CR. A regido central do PT néo apresentou imunorreatividade GluR4+ mas,
de forma curiosa, a regido marginal deste mostrou umas poucas células e processos tal qual

as vistas nos experimentos com PV e CR, mas ndo CB.

28



Figura 13. Fotomicrografia de corte coronal do cérebro de pinto processado imuno-
histoquimicamente com anticorpo contra uma seqiiéncia comum as subunidades GluR2 e
GIuR3 (anti-GluR2/3) do receptor de glutamato do tipo AMPA. Observamos que o padrio
de marcagdo para o PT é o mesmo quando utilizamos os anticorpos contra GluR2. Néo

foram observadas células GluR2/3 no SpM, somente no SpL. Barra de escala: 250 pum.
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Figura 14 Xe B. rzlorte coronal do céfef dé pinto 'prodo com ticofpo ntra a
subunidade GluR3 do receptor de glutamato do tipo AMPA. Em A o anticorpo utilizado
foi 0 N-19 ¢ em B o tecido adjacente foi processado com o C-20. Embora ainda em testes,
e sem uma marcagdo comprovadamente positiva, os resultados no SpL e SpM foram
semelhantes, podendo ser vistas muitas células possivelmente GluR3-positivas nos dois
nicleos em questdo. O PT n3o mostrou imunorreatividade apenas um leve indicio em A,

onde o anticorpo foi N-19. Barra de escala: 250 pm.
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Figura 15. Fotomontagem de fotomicrografias de cortes coronais do cérebro de pinto
processado imuno-histoquimicamente com anticorpo contra a subunidade GluR4 do
receptor de glutamato do tipo AMPA. Observamos uma forte marcagéo de processos €
corpos celulares GluR4-positivos no SpL. O PT apresentou imunorreatividade GluR-
positiva em poucas células e processos na regido que circunda o nucleo. Barra de escala:
250 pm.
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5 DISCUSSAO

A determinagdo do padrdo de imunorreatividade das proteinas ligantes de
calcio parvalbumina, calbindina e calretinina na regido pré-tectal de pintos foi muito util na
identifica¢do dos trés nlcleos de interesse no presente trabalho: o nicleo pré-tectal (PT), o
nicleo espiriforme medial (SpM) e o nucleo espiriforme lateral (SpL). Este procedimento
revelou que distintas populagfes neuronais participam da constituigdo de cada um deles,

servindo como potencial marcador de tipos celulares intranucleaResearch

Mesmo ainda sendo especulativo o papel funcional da parvalbumina, da
calbindina-D28k ¢ da calretinina no sistema nervoso, (Braun, 1990; Baimbridge et al.,
1992), é conhecido que essas proteinas sdo ligantes de calcio (Celio € Heizmann, 1981;
Heizmann e Braun, 1992; Celio, 1990) e que tém distribui¢do nfo uniforme no sistema
nervoso (Jones € Hendry, 1989; Braun, 1990; Baimbridge et al, 1992). O

| desconhecimento sobre quais vias e/ou etapas metabolicas intracelulares dependem dessas
proteinas ndo impede de inferir que células que desempenham fungdes equivalentes devem
apresentar um metabolismo similar, e, portanto, uniformidade de marcagdo. Assim, pode-
se supor que neurdnios imunorreativos para uma determinada proteina em uma mesma
. regido, podem compor uma unica populagdo celular. Seguindo o mesmo raciocinio, a
distribuigdo diferencial pode significar diferengas funcionais, mesmo estando as células em

um mesmo nucleo.

Até pouco tempo atrds, pensava-se que no PT o classico envoltério ndo corado
por corantes celulares (como Nissl, por exemplo) era formado apenas por fibras de
passagem, que trafegavam informagdes de regides antero-dorsais em diregdo as porgdes
ventro-caudais, possivelmente ramos do tracto pré-tecto sub-pré-tectal, oriundo de

emergéncias de nicleos taldmicos, ou ainda fibras descendentes da comissura posterior.



Nossos dados revelaram uma insuspeitada populagdo de células PV+ e CR+
formandd uma rede, envolvendo o PT. Nessa mesma regido, encontramos algumas células
imunorreativas ao anticorpo contra GluR4, mas ndo foram detectados corpos celulares
GluR4+ no interior do PT. Convergindo estes dois dados, podemos suspeitar da existéncia
de um interessante circuito relé. O PT poderia funcionar segundo um sistema do tipo
“nucleo-manto” onde, aferéncias glutamatérgicas, através de receptores do tipo AMPA,
aportam na superficie do PT, modulando as células da por¢do interna desse nucleo. Dados
ndo publicados, obtidos de cortes do cérebro de pombos em nosso laboratdrio, indicam
similaridade nesse tipo de marcagdo. Sendo verdade, essa populagdo de células no centro
do PT seriam as responsaveis por suas projegdes eferentes; mesmo nfo sendo ainda
totalmente determinados quais seriam os alvos dessa projecdo além da camada Sb do tecto
optico (TeO) de pombos (Gamlin, et al., 1996). Regides circunvizinhas ao PT, no territério
descrito como area pré-tectal (AP) em pombos, também ja foram descritas como fonte de
pesada inervagio em diregio ao nucleo de Edinger-Westphal, no complexo do nervo
oculomotor (Reiner et al., 1983; Gamlin et al., 1984, Gamlin e Reiner, 1991). Porém, os
dados do grupo de Gamlin foram obtidos utilizando-se injegdes com um grande halo de
dispersdo o que ndo permitiu, de forma definitiva, excluir ou incluir o PT como parte dessa
aferentacdo ao EW. Estudos empregando o uso de tragadores neurais seletivos podem

desvendar mais informagdes.

E provével, também, que a marcagdo diferenciada nos nucleos pré-tectais das
proteinas ligantes de célcio esteja relacionada com a atividade fisioldgica destes nicleos.
Sabe-se (Celio, 1984) que neurdnios muito ativos requerefn mecanismos outros de
tamponamentov de célcio citosdlico, como, por exemplo, as proteinas ligantes de célcio,
além das classicas bombas de calcio ATPasicas. Em varias regides do sistema nervoso a
imunorreatividade para parvalbumina coincide com o inicio da atividade fisiolégica dessa
mesma regido, aumentando a possibilidade de que niveis de atividade afetam a expressdo

de parvalbumina (Fujit e Lucaj, 1993).

A atividade fisiologica pode ser um dos determinantes na expressio de
parvalbumina. Essas proteinas podem fazer parte (talvez como coadjuvantes) de sistemas
maturacionais. Um outro dado interessante ¢ que a imunorreatividade para parvalbumina
declina apés o nascimento em neurdnios motores extraoculares apesar da atividade
continuada (Fujiii e Lucaj, 1993), e também durante o envelhecimento (Toledo er al.,

1996). A auséncia de imunomarcagéo para calbindina no PT e no SpM pode refletir um
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declinio regulado pelo desenvolvimento visto que nossos dados foram colhidos em
individuos considerados jovens (entre 10 e 15 dias), ou pode ser apenas que a calbindina
seja totalmente ausente nestes nicleos. Para clarificar esse ponto, experimentos similares
aos realizados no presente trabalho devem ser feitos em animais recém nascidos e maduros

(adultos).

Dados recentes (Britto ef al., 1994) indicam que aferéncias da retina podem
controlar a expressdo de calbindina e parvalbumina nas camadas retino-recipientes do TeO
de pombos. Esses autores reportam que lesdes na retina em pombos podem produzir uma
deplegdo na imunorreatividade do corpo celular € do neurdpilo dos neurénios do TeO para
ambas as proteinas. Existem evidéncias de que a retina de aves contém muitas células
ganglionares CB+, mas poucas células PV+. Nossos dados mostram uma marcagéo nula
para CB no PT o que sugere que as ja& descritas proje¢Ges retinianas a esse nucleo (Gamlin

et al., 1984) ndo parecem conter essa proteina.

Varios estudos tém avaliado os efeitos da privagdo visual sobre a distribui¢do
da parvalbumina e calbindina em estruturas retino-recipientes centrais do cérebro de
macacos, ratos € peixes. Nos macacos a privagdo visual produz uma deplegéo da‘
imunorreatividade a parvalbumina e a calbindina no nticleo geniculado dorsal, mas ndo no
coliculo superior (Blimcke et al.,1994; Mize e Luo,1992; Mize et al., 1992; Tigges e
Tigges,1991; Tigges e Tigges, 1993). Contudo, o padrio de expressio de
imunorreatividade para parvalbumina no coliculo superior de rato muda apds lesdes na
retina (Schmitdt et al., 1992). Assim, uma vez expressa, a parvalbumina no coliculo
superior de alguns mamiferos passa a depender de estimulos visuais continuados. Em
peixes ciprinideos, ha uma deplegdo da imunorreatividade para calbindina no TeO seguida
da enucleagio dos olhos. As eventuais incongruéncias entre esses dados podem ser
explicadas devido a possiveis diferengas interespecificas na distribuigdo de proteinas
ligantes de calcio no cérebro desses animais. Essas diferencas, mesmo em dareas
equivalentes, parecem ser muito freqlientes no cérebro e retina de diferentes vertebrados
(Andressen et al.,1993; Braun, 1990; Ellis et al., 1991; Hamano et al., 1990; Pochet ef al.,
1991; Sanna et al., 1993; Toledo et al., 1998).

Nos cortes incubados com o anticorpo contra calretinina, os trés nucleos pré-
tectais estudados em nosso trabalho, o PT, o SpL e o SpM, mostraram um padréo

caracteristico de imunorreatividade. O PT apresentou intimeros processos CR+ no centro,
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em uma disposigao lembrahdo campos terminais. Esse centro pareceu estar encapsulado
por um bem marcado contingente de fibras e células CR+. O SpL e o SpM mostram muitos
processos CR+, mas apenas o SpM apresentou células CR+. Em todos os casos
desconhecem-se as origens dessa bem delimitada inervagdo (em especial sobre as células

do centro do PT) por fibras CR+.

Com relagio aos dados sobre a populagdo de corpos celulares CR+ observada
no nicleo espiriforme medial (SpM), nossos resultados confirmaram a exuberante
imunomarcagdo reportada recentemente (De Castro et al., 1998). Quase todas as células do
SpM mostraram ser positivas para CR. Naquele trabalho, De Castro e colaboradores (1998)
investigaram a distribui¢do de neurbnios pré-tectais que se projetam para o cerebelo, e a
compararam com as células que apresentam imunorreatividade para essa mesma proteina.
A projecdo dos nucleos retino-recipientes da regifio pré-tectal (o SpM dentre eles) para o
cerebelo é um forte indicio do envolvimento desta regido no controle de varios ajustes
reflexos visuais. Estes resultados permitiram verificar que as células CR+ do SpM se
projetam para o cortex cerebelar. Muitas populagdes celulares pré-tectais emitem projegdes
para o cerebelo (De Castro et al., 1998; Brecha e Karten, 1979; Gamlin e Cohen, 1988) ¢
deste recebem aferéncias (Huntbor ef al., 1973) dada & importdncia dessa drea como

integradora sensério-motora.

Existem evidéncias de que um outro nucleo pré-tectal, o SpL, possa ser uma
estacdo adicional de processamento motor, relacionada aos ginglios da base em aves
(Reiner et al., 1998; Medina et al., 1999). O SpL, inclusive, tem dentre seus inimeros

alvos de projecdo, varias camadas tectais (Medina et al., 1999).

Os nucleos da regifio pré-tectal recebem macigas aferéncias da retina mas,
conforme anteriormente citado, apenas uma pequena populagio celular esta envolvida no
reflexo pupilar a luz (Gamlin et al., 1996). Experimentos de marcagfo retrograda e
anterégrada tem demonstrado eferéncias de alguns nucleos pré-tectais para estruturas
envolvidas no movimento ocular, movimentos da cabega e controle postural (Gamlin et al.,
1996). Além desse envolvimento, parece que o SpL (Medina et al., 1999) e o PT (Toledo ¢
Reiner, dados ndo publicados) também enviam aferéncias para outras regides que também
estio envolvidas no papel visuomotor pré-tectal. E certo, porém, que o SpL recebe
projecdes de areas estriatais (Medina e Reiner, 1997), o equivalente de aves ao cortex

motor de mamiferos (Medina ¢ Reiner, 2000), cujas aferéncias sdo glutamatérgicas
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(Medina e Reiner, 1996), e que atuam em mamiferos, através de receptores do tipo AMPA
(Paquet € Smith, 1996).

O glutamato ¢ um dos mais importantes neurotransmissores do circuito visual
primario (Hestrin, 1992) e parece estar envolvido na modulagdo da maior parte dos
circuitos neurais, bem como na modulagdo sinaptica durante o desenvolvimento e
consolidagio das proprias vias neurais (Collingridge ¢ Bliss, 1987, McDonald e Johnson,
1990; Ozawa et al., 1998).

Dentre os varios canais sensoriais presentes em vertebrados, o sistema visual é
um dos que mais necessita de respostas rapidas no processamento; por isso nfo causa
surpresa que um dos grandes candidatos em fazer a media¢do entre circuitos reflexos
visuais seja justamente o glutamato (Hestrin, 1992). O conhecimento da existéncia de
receptores do tipo AMPA na regido pré-tectal indica uma via imediata de processamento
da informagéo, visto que essa classe de receptores apresenta uma cinética muito mais
rapida que os do tipo NMDA (Gasic e Hollmann, 1992; Hestrin, 1993).

O receptor de glutamato do tipo AMPA ¢ uma estrutura tetramérica
(Rosenmund et al., 1998), sendo esse tetramero uma combinagdo de quatro subunidades
diferentes denominadas GluR1, GluR2, GluR3 e GluR4. Desta forma, a composigdo dos
receptores do tipo AMPA ¢ bastante variada, dependendo de quais subunidades o receptor
¢ formado (Verdoom et al., 1991; Bochet et al., 1994, Ozawa et al., 1998).

Em nossos experimentos, todos os nicleos pré-tectais estudados, o PT, o SpL e
o SpM, mostraram algum tipo de imunorreatividade quando foram utilizados anticorpos
contra cada uma das subunidades dos receptores do tipo AMPA, com variagdo de
localizagio e graus de imunomarcagdo. A regio central do PT apresentou
imunorreatividade para as subunidades GluR1 e GluR2, sendo a marcag8o restrita a
processos no caso de GluR1 e fibras e células no caso de GluR2. O anticorpo dirigido
contra uma seqiiéncia compartilhada por ambas subunidades GluR2 e GluR3 (GluR2/3), o
padrdo de marcagdo € o mesmo, porém mais fraco. Utilizando somente o anticorpo contra a
subunidade GluR3 o PT nfo apresentou imunomarcagio o que sugere que apenas a
subunidade GIuR2 (e nfo a GIuR3) parece estar presente nesse nucleo. Conforme
apresentado anteriormente, contra o anticorpo GluR4 o PT ndo apresentou

imunorreatividade na parte central, somente na regifio marginal deste niicleo. Nessa porgéo
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marginal do PT, poucas células e processos foram observadas, sugerindo uma similaridade
entre a distribui¢do de GluR4 e a imunorreatividade positiva para PV e CR. Existe a forte
impressdo de que estas células GluR4+ podem co-localizar PV e/ou CR, mas esse ponto
somente poderd ser devidamente esclarecido empregando-se procedimentos de dupla

marcacao.

O SpM apresentou imunorreatividade contra as subunidades GluR1 (com a
marcacgio de células e processos), GlurR2 (quase 100% das células marcadas) e GluR3
(indicios de corpos celulares), dados que corroboram o papel desse nucleo como parte de
circuitos integrativos motores pré-cerebelares, sendo alvo potencial de proje¢des

glutamatérgicas.

O SpL apresentou imunorreatividade contra as subunidades GluR2 (quase
100% das células marcadas), GluR2/3 (somente células), GluR3 (indicios de corpos
celulares) e GluR4 com forte marcagdo de corpos celulares e processos em um padrdo
similar ao visto para PV e CB, mas nfo CR. Da mesma maneira que o SpM (mas
aparentemente envolvido em outra classe de ajustes motores), o Spl parece ser
componente acessorio dos circuitos basais (Medina e Reiner, 1999) atuando sob forte

descarga glutamatérgica, tal qual descrito em primatas (Paquet e Smith, 1996).

Esses resultados coletivamente sugerem que diferentes subpopulagdes de
neurdnios implicados em respostas visuais diretas (PT e, supostamente, o SpM) ou
indiretas (SpL) podem expressar diferentes combinagdes de subunidades do tipo AMPA.
Sendo assim, esses receptores podem gerar multiplas respostas a partir da ativag@o
derivada do glutamato liberados através de axdnios provenientes das células ganglionares

da retina (projecéo direta) ou mesmo subservindo outros sistemas.

Algumas proteinas ligantes de célcio como a parvalbumina, calbindina e a
calretinina estio co-localizadas com o GABA em algumas regides do sistema nervoso
central (Célio, 1990; 1986; Jones e Hendry, 1989). Parece ser consenso de que a expressao
das proteinas ligantes de célcio ndo ¢ determinada pelo tipo de neurotransmissor presente
no circuito, mas sim pelo papel fisiologico desempenhado pela célula. Os modelos de
distribuigdo sugerem que estas proteinas 1igantes de célcio ndo sfo essenciais para as
propriedades basicas dos neurdnios, mas podem ser essenciais para modular essas mesmas

propriedades em determinados subtipos celulares.
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Uma das primeiras hipoteses a respeito do papel da calbindina e parvalbuniina
sugere uma ligagfo existente entre a sua expressdo e a excitabilidade das células nervosas.
Essas duas proteinas ligam-se ao calcio com alta afinidade tendo por conseqﬁéncia' um
efeito de tamponamento desse ion o que pode resultar em diferentes efeitos na célula visto
que muitas etapas metabolicas sfo dependentes do valor da concentragdo do célcio
citosolico (Celio e Heizmann, 1981; Braun, 1990; Celio, 1990; Baimbridge et al., 1992;
Heizmann e Braun, 1992). Esses efeitos podem incluir: alteragdo da duragdo do potencial
de agdo, pérmissﬁo do influxo de calcio com total despolarizagdo de membrana e/ou
protegdo da célula contra os efeitos danosos devido ao influxo de calcio excessivo durante

periodos prolongados de alta atividade celular (Celio, 1990; Baimbridge ez al., 1992).

Uma outra e interessante abordagem ¢ procurar correlacionar eventuais
imunomarcag¢des entre GluRs e proteinas ligantes de calcio (CaBPs). Neurdnios que
disparam de forma rapida e acentuada, tais como aqueles que recebem aferéncias
glutamatérgicas respondendo através de receptores ionotrépicos do tipo AMPA (Hestrin,
1993), devem necessitar de um sistema adicional de tamponamento de célcio citosélico, tal

qual aquele proporcionado por proteinas como parvalbumina, calbindina e calretinina.

Uma outra questdio que merece ser investigada € procurar saber se o padrdo e
forma de expressdo das CaBPs e/ou dos GluRs podem ser alterados ao longo do periodo

maturacional ou mesmo no envelhecimento.

De qualquer maneira, os resultados aqui obtidos s80 primeiro passo necessario
e essencial em busca de uma melhor compreensdo sobre o papel dos circuitos pré-tectais
como centro integrador de informagdes visuais gerando ajustes reflexos sejam eles
oculares diretos ou ndo; ou ainda outros comportamentos motores mas que dependem, de

alguma forma, da informagéo visual.
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CONCLUSOES

Nossos resultados principais foram a confirmagéo da potencial utilizagdo de
proteinas ligantes de calcio como marcadoras de populagdes neuronais no preé-

tecto de aves.

O glutamato pode participar do controle funcional nos trés nucleos pré-tectais
-estudados, o PT, O SpL e o SpM; sendo que essa participacdo € feita através de
receptores do tipo AMPA. |

- Além disso, como resultados adicionais, podemos sugerir que
citoaquitetonicamente, o PT ¢ uma estrutura singular, composta por um regiéo

central envolta por um grupamento neuronal em forma de rede.
As células do SpM contém, i‘najoritariamente, CR.

Quase a totalidade das células do SpL apresentam CB e PV, e sua imunomarcagio
caracteristica permite identificar, com facilidade, a regido celular da porgédo

formada por fibras eferentes.

A distribuig8o diferencial das subunidades de receptores do tipo AMPA indica
que subpopulagdes celulares distintas reagem de maneira exclusiva a presenga do

glutamato; permitindo assim, diferentes niveis de resposta neuronal.
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