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Resumo

A doublecortina (DCX) € uma proteina associada a microtibulos critica para a migracao
radial e tangencial de neur6nios imaturos, tanto no cérebro em desenvolvimento quanto
no adulto. No cérebro de mamiferos adultos neurdnios recém formados no hipocampo e
da zona subventricular (SVZ) sdo imurreativos a DCX (DCX+). Oito pombos (Columba
livia, Columbiformes), entre 8 ¢ 10 meses de idade e peso corporal de 380 a 420g,
foram alojados em duas diferentes condi¢des ambientais (enriquecida, n=4 e ndo-
enriquecida, n=4). Apés um periodo de 40 dias os animais foram perfundidos (com
solucdo sacarose 9,25% seguida de de 4% paraformaldeido em PBS 0,01 M) sob
overdose de anestesia (Cetamina e Xilazina). Os cérebros foram removidos e
seccionados em cri6tomo a uma expessura de S0um. Essas secgdes foram entdo
submetidas a reagdes imunohistoquimicas (anticorpo policlonal de coelho Anit-DCX,
Abcam, secunddrio anti-coelho biotinilado revelado pelo método ABC, Vector, reacao
colorimétrica com DAB, Sigma) para marcacdo da DCX. As seccoes telencefalicas de
quatro animais do ambiente ndo-enriquecido foram observadas sob microscopio 6ptico
e fotografadas para a descricdo da distribuicao total de células e fibras imunorreativas a
DCX. Seccdes contendo o hipocampo de todos os animais dos dois grupos
experimentais foram, da mesma forma, observadas e fotografadas e as células DCX+
hipocampais foram contadas. Constatamos que doublecortina é amplamente distribuida
no telencéfalo de pombos adultos. Observamos células e fibras DCX+ na SVZ,
hipocampo, estriado, hyperpallium apicale, arcopallium, mesopallium, nidopallium,
area septal e bulbo olfativo. Pudemos descrever também as vias principais de migracdao
celular no prosencéfalo desse animais. Além disso nossos dados indicam que, como em
roedores, existe diferenca estatisticamente significante no nimero de células DCX+

hipocampais entre os dois grupos experimentais.

Palavras-Chave: Hipocampo, doublecortina, Columba livia, ambiente enriquecido.



Abstract

Doublecortin (DCX) is a microtubule-associated protein critical for radial and tangential
migration of immature neurons in the developing and adult brain. In the adult
mammalian brain, newly generated neurons in the hippocampal formation and the
subventricular zone (SVZ) are DCX-immunoreactive (DCX+). Eight pigeons (Columba
livia, Columbiformes), between 8 to 12 month old and body weight between 380 to
420g, were housed in two different environmental conditions (enriched, n=4; standard;
n=4). After a period of 40 days these animals were perfused (sucrose 9,25% followed
by 4%  paraformaldehyde in 0.01 M phosphate buffered saline,under overdose
anesthesia (Ketamine and Xylazine). Brains were removed and sectioned through the
total rostrocaudal forebrain extent (Criotome, 50 um); these sections were
immunostained for DCX (rabbit polyclonal anti-DCX antibody, ab18723, Abcam, anti-
rabbit polyclonal secondary and ABC, Vector, DAB-based-chromogenic reaction,
Sigma). Telencephalic sections of the four standard allocated pigeons were observed
under microscope and photographed to describe de distribution of DCX+ cells and
fibers. Sections from all of the animals in the two different experimental groups,
sections containing the hippocampus were observed and DCX+ cells were counted. Our
data showed that the total distribution of DCX in the adult pigeon’s brain is widespread
throughout the telencephalon. We were able to observe DCX+ cells and fibers present
in the SVZs, hippocampus, striatum, arcopallium, hyperpallium apicale, mesopallium,
nidopallium, septal area and in the olfactory bulb. We were also able to identify a rostral
and a lateral migratory stream. Furthermore, a statistically significant difference in the
number of hippocampal DCX+ cells between animalshoused in the enriched and

standard environments as has already been described in rodents.

Keywords: Hippocampus, doublecortin, Columba livia, Enriched environment.
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“There is a theory which states that if ever anybody discovers exactly what the Universe
is for and why it is here, it will instantly disappear and be replaced by something even
more bizarre and inexplicable. There is another theory which states that this has
already happened.”

Douglas Adams (1952 -2001)
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1. Introducao

Durante todo o século XIX e grande parte do século XX, existiu dentro da
neurociéncia o paradigma de que novos neurdnios ndo poderiam ser formados no
cérebro de individuos adultos (Colucci-d’Amato e di Porzio, 2008). Até entdo,
acreditava-se que células altamente diferenciadas e especializadas como neurdnios,
atuando em circuitos cerebrais bem definidos e com fung¢des especificas sob a expressao
comportamental, eram fixas e imutdveis. Isso se deu em grande parte, devido a falta de
técnicas consistentes para a identificacdo de células progenitoras, mas principalmente
baseado na idéia de que se neurdnios novos fossem formados no cortex de animais
adultos isso alteraria comportamentos complexos e outros processos nervosos, tais
como, condicdo emocional, memoria, aprendizado, etc. Além disso, existia uma razao
clinica para que o paradigma fosse aceito. Pacientes sofrendo de doencas degenerativas
do sistema nervoso central como Alzheimer e mal de Parkinson, ndo apresentavam
melhora, isto é, o cérebro continuava a degenerar-se sem que novas células saudaveis

fossem incorporadas (Colucci-d’ Amato e di Porzio, 2008).

Em 1962 Joseph Altman propds, em um trabalho utilizando autoradiografia de
células marcadas com timidina tritiada, que as células que acumulavam a timidina eram
novos neurdnios que poderiam ser formados no cortex de ratos adultos. Apesar de dados
semelhantes terem sido obtidos em outros experimentos posteriores, como os de Kaplan
e colaboradores em 1977, o trabalho de Altman continuou a ser tratado com um
considerdvel ceticismo por grande parte da comunidade cientifica, tendo causado pouco
impacto na drea (Cayre et al., 2002; Gould e Gross, 2002). Em 1981 os estudos de

Fernando Nottebohn (Nottebohn, 1981) realizados em candarios (Serinus canaria),



ajudaram a derrubar o paradigma de que neurdnios novos nao seriam formados no
cérebro de animais adultos (Lindsey e Tropepe, 2006; Sadananda, 2004; Garcia-
Verdugo et al., 2002; Gheusi et al., 2009). Os trabalhos de Nottebohn demonstram
ainda, que a neurogé€nese em candrios adultos dependia da sazonalidade, aumentando na
época reprodutiva o que também causava um aumento ¢ mudangas no repertério de

canto destes pdssaros (Sadananda, 2004).

Apesar dos trabalhos com candrios terem verificado com bastante precisdo a
existéncia de neurogénese em individuos adultos, em mamiferos ela s6 foi de fato aceita
por volta de 1990 com o advento de marcadores moleculares mais precisos, tais como,
técnicas imunohistoquimicas aliadas a deteccdo de andlogos de nucleotideos como a
Bromodesoxiuridina (BrdU) (Colucci-d’Amato e di Porzio, 2008; Sadananda, 2004).
Munidos destas técnicas mais modernas, diversos trabalhos mostraram a existéncia da
formagdo de novos neurdnios em mamiferos adultos. Diversos estudos em mamiferos
confirmaram a neurogénese no giro denteado do hipocampo de roedores adultos
(Cameron et al., 1993; Seki e Arai, 1993; Kuhn et al.,1996) e primatas nao-humanos e
humanos (Gould er al., 1998, Eriksson et al., 1998; Kornack e Rakic, 1999).
Atualmente existem intimeros trabalhos que demonstram a formacdo de novos
neuronios no adulto em quase todos os grupos de vertebrados e, um menor nimero de
estudos, em invertebrados (para revisdo, ver Lindsey e Tropepe, 2006). Acredita-se que,
embora os compartimentos cerebrais da neurogénese do adulto sejam heterogéneos
dentro dos filos, o processo em si seja antigo e conservado evolutivamente. (Garcia-

Verdugo et al., 2002; Lindsey e Tropepe, 2006; Sullivan et al., 2007; Sadananda, 2004).

A neurogénese é um processo que envolve divisdo celular, migracdo e

diferenciacao de células progenitoras ou tronco—neurais (Neural stem cells ou NSC’s)
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(para revisao ver: Bohlen und Halbach, 2007; Chaerkady et al., 2009. Uma
caracteristica geral de NSCs, independente de sua localizacdo no cérebro, é que sua
proliferacdao ¢ mais lenta e rara que nos demais tecidos auto-regenerativos (Momma et
al., 2000). Essas NSCs sdo representadas por um tipo especial de células somdticas que
possuem capacidade de auto renovacdo de longo prazo e geram diferentes linhagens
celulares. Evidéncias genéticas, bioquimicas e farmacoldgicas sugerem que essas
células seriam tipos especiais de astrocitos que expressam GFAP (glial fibrillary acidic
protein) exibindo certas propriedades de células da glia radial (Duan et al., 2008). As
células precursoras dividem-se simetricamente, dando origem a novas células idénticas
as células maes, e assimetricamente dando origem a células que irdo se diferenciar em
neurdnios e/ou células da glia (Cayre et al., 2002). De fato, estudos demonstraram que
em cultura, essas células multipotentes podem gerar tanto neurdnios quanto células

gliais (para revisao, ver Ahmed, 2009).

Existe uma “tri-poténcia” nas NSCs presentes em individuos adultos, ou seja,
essas células podem dar origem a neurdnios, astrdcitos e oligodendrdcitos. Isso pode
dificultar a investigacdo do destino final dessas células em estudos in vivo, pois as
propriedades dessas células ainda ndo estdo completamente elucidadas (Gage, 2000;
Duan et al, 2008). Outros estudos também demonstraram que astrécitos presentes na
parede lateral do ventriculo de ratos (Rattus norvegicus) podem apresentar propriedades
de células-tronco, gerando novos neurénios (Momma et al., 2000). Os neurdnios recém
formados pelas células progenitoras passam por um processo de maturagdo para que
entdo migrem para sua posi¢do final no cérebro. A regido cerebral que abriga essas

células progenitoras € altamente varidvel dentro dos grupos de vertebrados, assim como
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o posicionamento final das células “nascidas” nessas regides. (Lindsey e Tropepe, 2006;

Cayre et al., 2002).

Em mamiferos existem duas regides que abrigam essas células proliferativas, a
zona subventricular (SVZ) e a zona granular do hipocampo (SGR) (Malberg et al.,
2000; Garcia-Verdugo et al., 2002). As células formadas na regido subventricular
migram através da via de migracao rostral (rostral migratory stream ou RMS) até o
bulbo olfatério onde sdo incorporadas (Ramirez-Amaya et al., 2006). Ja as células
geradas na regido subgranular do hipocampo tem sua posi¢ao final na camada granular

do giro denteado (Malberg et al., 2000; Garcia-Verdugo et al., 2002).

A localizagdo dos nichos da neurogénese pds-natal € bastante heterogénea dentro
do grupo dos vertebrados. Ainda sim, a proliferacdo na SVZ parece ser comum a todos
os cordados (Lindsey e Tropepe, 2006; Cayre et al., 2002). Durante a fase de
desenvolvimento do cérebro de vertebrados, a grande maioria das células é gerada por
células multipotentes localizada nas camadas germinais da zona ventricular
telencefalica. Esses ventriculos sdo formados pelo dobramento epitelial da ectoderme
durante as primeiras fases do desenvolvimento embriondrio. E bem estabelecido que as
zonas ventriculares persistem, ainda que com uma grande reducao de volume, até a vida
adulta. Isso pode explicar porque em todos os grupos de vertebrados estudados
apresentam neurogénese na zona ventricular (Garcia-Verdugo et al., 2002). Em répteis e
anfibios as dreas proliferativas existem na regido subventricular, mas ndo estdo
limitadas a ela. Nesses grupos, uma grande neurogénese foi registrada no epitélio
olfatério, 6rgdo vomeronasal e retina. Em peixes teledsteos foram descritas mais de cem
zonas proliferativas diferentes, sendo o cerebelo a maior fonte de novos neurdnios (para

revisao ver. Lindsey e Tropepe, 2006). Em aves, as dreas proliferativas também estao
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localizadas na SVZ, contudo, desde o trabalho de Nottebohn tem sido demonstrado um
padrao de migracdo e incoporagdo neuronal nas aves que € diferente ao de mamiferos.
Em passeriformes, o padrao de migracdo e posicionamento final parece ser mais

amplamente distribuido no telencéfalo (Gheusi et al., 2009).

A neurogénese em mamiferos adultos € influenciada por varios fatores. A
diminui¢do dos niveis de serotonina leva a uma diminuicdo da formacdo de novos
neur6nios no hipocampo de ratos, tanto no giro denteado do hipocampo quanto na zona
subventricular (Brezun e Daszuta, 1999). A administracdo crénica de antidepressivos,
tais como, a Fluoxetina e Reboxetina, aumentam o nimero de células novas no giro
denteado de ratos adultos (Malberg et al., 2000). Da mesma maneira, a complexidade
ambiental € conhecida por afetar a morfologia, neuroquimica e fisiologia do sistema
nervoso central. Os ambientes fisicamente enriquecidos podem promover o
desenvolvimento cerebral enquanto o empobrecimento ambiental produz efeitos opostos
sobre as estruturas neuronais e habilidades cognitivas (Patzke et al., 2009). O
enriquecimento de um ambiente combina situagdes complexas como a oferta variada de

objetos inanimados associados a algum tipo de estimulo social.

Ao menos para mamiferos, um paradigma de enriquecimento ambiental (EA)
comum € caracterizado pela mantuencdo dos animais em gaiolas contendo brinquedos,
tineis, materiais para a confeccdo de ninhos, escadas e etc. Nesse modelo de
enriquecimento o animal tem oportunidade de realizar niveis de atividade fisica
voluntdria maiores do que em um ambiente nao-enriquecido. Ou seja, a inteng¢dao do
experimentador com o enriquecimento do ambiente seria oferecer condi¢des 6timas para
que aumentassem as atividades exploratdrias, atividades cognitivas, interagdao social e

exercicio fisico (Sale et al., 2009). Estudos realizados em roedores mostraram que
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animais adultos expostos a esse tipo de ambiente apresentaram maior nimero de células
novas no giro denteado que os animais controle (Kempermann et al.,1997; Llorens-
martin, 2007). Também foram encontrados dados sugerindo que esta situacdo de
alojamento tem um cardter de neuroprotecdo, diminuindo convulsdes e processos
apoptoticos espontineos em camundongos (Young et al., 1999). Também em
camundongos (Mus musculus) constatou-se que animais alojados em um ambiente
enriquecido apresentam um aumento na capacidade de aprendizado, redugdo da perda
de memoria com a idade, diminuicdo da ansiedade e um aumento de comportamentos
exploratorios (Nithianantharajah e Hannan, 2006). Ainda outros estudos mostraram que
o EA diminui o impacto de resposta a objetos estranhos e drogas de abuso (Cain et al.,

2006).

Em aves ndo existem muitos estudos relacionando respostas comportamentais e
neurogénese associadas ao enriquecimento ambiental. O processo de neurogénese em
aves ¢é especialmente sensivel as variacdoes ambientais (Patzke et al., 2009) e também ¢é
constante durante a vida adulta desses animais. Fatores como a necessidade de buscar
comida e evitar predadores parecem ser responsdveis por um aumento do nimero de
neur6nios no hipocampo de chapins selvagens (Parus major) quando comparados a

animais da mesma espécie vivendo em laboratério (Sadananda, 2004).

As regides proliferativas no cérebro de vertebrados adultos sdo formadas por
uma variedade de tipos celulares (Bohlen und Halbach, 2007). A detec¢do de neurdnios
recém formados depende da determinacdo de suas propriedades imaturas concomitante
a exclusdo de caracteristicas de neurdnios maduros ou de células gliais. Esta
caracterizacdo pode ser feita através da utilizacdo de diversos marcadores moleculares

(Bohlen und Halbach, 2007; Komitova et al, 2005). Tais marcadores sdo normalmente
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proteinas expressadas por estas células neurais em diferentes fases de seus
desenvolvimentos. A identificacdo dessas proteinas através de técnicas bioquimicas,
moleculares ou de ensaios imunoquimicos, é entdo uma ferramenta importante para a
caracterizacdo da célula e de seu estdgio desenvolvimental. Dentre estes marcadores
podemos citar alguns como a nestina (marcador de células multipotentes), Sox-2
(marcador de células progenitoras), Ki67 (marcador de proliferacdo celular), GFAP
(marcador de astrocitos), NeuN (Neuronal Nuclei - marcador de neurdnios maduros) e
doublecortina (marcador de neur6nios imaturos) (Duan et al., 2008). Outra técnica que
busca a identificacdo de células recém formadas € a injecdo de andlogos de nucleotidios
que sdo incorporados na sintese de novas moléculas de DNA e que possam ser
identificados posteriormente, como € o caso da timidina marcada com is6topos
radioativos e mais recentemente da Bromodesoxiuridina (BrdU) (Gage, 2000; Temple,

2001).

A doublecortina (DCX) é uma proteina associada aos microtibulos que tem forte
expressao em células pés—mitdticas em diferenciagdo e € critica para a migracao radial
dessas células, controlando o processo de polimerizacio e estabilizagdo do
citoesqueleto, desempenhando assim, um papel chave no posicionamento final dos
neurdnios novos (Boseret et al., 2007; Cai et al., 2009). A DCX ¢é amplamente
conservada tanto em vertebrados como em invertebrados e sua expressao defeituosa
acarreta varios problemas como migracdo neuronal defeituosa, epilepsia e retardo
mental (Reiner et al., 2006). Em humanos, existem evidéncias ligando muta¢des nos
genes LIS-1 e nos genes responsdveis pela expressao da DCX, com a Lisencefalia-Tipo
I, uma doenga caracterizada pela diminuicdo ou auséncia dos giros e sulcos da

superficie cerebral e que causa atrasos psicomotores e retardo mental (Horesh et al.,
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1999; Friocourt et al., 2003). Durante o desenvolvimento a DCX é amplamente
expressa no encéfalo do embrido, sendo bastante reduzida durante os primeiros dias
ap6és o nascimento. Contudo, uma expressao reduzida da DCX persiste no encéfalo
durante a idade adulta, promovendo, além da migracdo de novas células, o crescimento
de processos e extremidades de neurdnios ja maduros (Friocourt et al., 2003; Reiner et

al., 2006).

A doublecortina € filogeneticamente conservada; Reiner e colaboradores (2006)
verificaram grande homologia de subunidades da doublecortina em humanos, roedores,
primatas, canideos, bovidios e aves. No entanto, a maior parte dos trabalhos tanto sobre
neurogénese no adulto, quanto sobre a expressdo de DCX em animais adultos estdo
concentrados em mamiferos, sendo que esses ultimos animais apresentam pouca
formagdo pds-natal de células neurais quando comparados com outros vertebrados
adultos (Lindsey e Tropepe, 2006). Cai e colaboradores (2009), descreveram a
distribuicao de células imunorreativas a DCX em gatos (Felis catus), macacos rhesus
(Macaca mulatta) e humanos, e puderam verificar que em sua maioria, neuronios
imaturos DCX+ posteriormente desenvolviam-se em neurdnios GABAérgicos nestes 3
grupos. Também verificaram que a expressdo de DCX estava presente nas zonas
proliferativas da SVZ e SGZ. Em roedores também foram econtradas evidéncias de que
a expressdo da doublecortina reflete a neurogénese, estando presente nas regides
proliferativas e na via de migracdo rostral (Couillard-Despres et al., 2005; Nacher et al.,

2001).

A expressdao da doublecortina também estd correlacionada com a migracao
neural no embrido de galinha (Gallus gallus), podendo ser detectada em diversas

regides como o prosencéfalo, cerebelo, teto Optico e medula espinhal, especialmente
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durante as fases mais precoces do desenvolvimento (Hannan et al., 1999). A DCX
também € amplamente expressa durante o desenvolvimento do telencéfalo de G. gallus
estando presente em estruturas paliais e subpaliais (Capes-Davis et al., 2005). Existem
poucos trabalhos na literatura que tratam sobre o padrao de expressdo da doublecortina
no encéfalo de aves adultas. Kim e colaboradores (2006) identificaram a presenca da
proteina em diversas dreas do cérebro de mandarins (Taeniopygia guttata), incluindo o
mesopalio, estriado medial, nidopallium, tecto &ptico e cerebelo. Outro trabalho
descreveu, em candrios adultos (Serinus canaria), a distribuicdo de células
imunorreativas a DCX, verificando também uma expressao ampla neste animal, que
inclui areas paliais e subpaliais do prosencéfalo (Boseret et al, 2007). O interesse em
investigar a distribuicdio da DCX nestes animais deve-se ao intenso processo de
neurogénese e de outras formas de plasticidade neural que ocorre sazonalmente em
areas do telencéfalo ligadas a produgdo e aprendizado do canto, tais como o centro
vocal superior (HVC), drea X e nicleo robusto do arquiestriado (RA). Os estudos
realizados com aves passeriformes mostram uma distribui¢do de células DCX+ muito
mais ampla do que aquela encontrada em mamiferos adultos. Nestes tltimos a DCX foi
sistematicamente observada apenas nas regides subventricular, subgranular do
hipocampo e no bulbo olfativo, enquanto nos passeriformes investigados até o0 momento
as células DCX+ foram observadas nas dreas subventriculares, mesopalio, nidopallium,
estriado medial, no septo medial e cerebelo, além das dreas relacionadas ao canto acima

mencionadas.

A formacdo hipocampal (FH) das aves tem sido considerada homoéloga de
mamiferos e de répteis em funcdo de caracteristicas anatdmicas e funcionais comuns

entre estas espécies. De forma similar ao observado em mamiferos, a lesdo da formagao
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hipocampal em aves em geral (¢ em pombos em particular) provoca alteragdes
importantes em comportamentos relacionados a orientagdo espacial (e a navegacdo de
volta para casa), bem com no desempenho em tarefas relacionadas a memoria e a
aprendizagem (e.g., Colombo e Broadbent, 2000; Szekely, 1999). Como em mamiferos,
a FH tem uma organizacdo celular em 3 camadas, estd espacialmente relacionada ao
ventriculo lateral, e apresenta conexdes com o hipotdlamo, drea septal e areas paliais do
prosencéfalo que lembram as observadas em mamiferos. A FH em mamiferos é
organizada em regides distintas, como os cornos de Ammon, (CAs) e o giro denteado.
Nas aves, diversas subdivisdes da FH tém sido propostas e recentemente, cresceu o
consenso em relacdo a presenga de uma divisao ventromedial (VM) composta por um
nucleo triangular (ou n. central), interposto entre as camadas celulares medial e lateral,
(ver figura 4), uma divisdo dorsomedial (DM) e uma divisdo dorsolateral (DL,
anteriormente referida como drea parahipocampal) (para revisdes, ver Rosinha et al.,
2009; Kahn et al., 2003; Reiner et al., 2004). Nenhuma destas subdivisdes parece ser
consistentemente comparavel a qualquer grupo especifico da FH de mamiferos, embora
algumas evidéncias apontem para semelhangas entre a regido VM e DM das aves e os

CAs de mamiferos (Szekely, 1999, Erichsen et al., 1991).

E importante discriminar a neurogénese vinculada a aspectos taxa-especificos
(com a producdo sazonal de cangdes) dos locais e processos mais fundamentais da
neurogénese adulta em aves (possivelmente aqueles associados ao hipocampo). Neste
sentido, o exame de uma variedade mais ampla de aves, incluido espécies em que as
emissOes sonoras se limitam a chamados simples e ndo sazonais, pode auxiliar na
obtencdo de um quadro mais nitido dos aspectos gerais da intensa neurogénese pos-

natal nesta classe. O pombo doméstico (Columba livia) € um animal comum em
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laboratérios de neurociéncias cuja biologia, comportamento € neuroanatomia sdo bem
documentados, sdo menos especializados neste aspecto que os passeriformes até aqui
examinados. Além disso, estes animais nao foram submetidos a selecdo artificial
direcionada para atributos reprodutivos ou metabdlicos (como as codornas, galinhas
poedeiras e frangos de corte). Assim, pombos podem representar um bom modelo para
o estudo da neurogénese e dos padrdes de expressdo de doublecortina no cérebro de
aves adultas. Assim, os objetivos do presente trabalho foram 1) descrever a distribuicao
de pericarios e fibras DCX+ no prosencéfalo de pombos adultos e 2) examinar o

impacto de diferentes condicdes de alojamento em laboratério sobre a quantidade destas

células no hipocampo destes animais.

2. Metodologia

2.1. Animais

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizados 8 pombos (Columba livia,
adultos em idade reprodutiva de 10 a 14 meses de idade, machos (5) e fémeas (3),
(pesando entre 410 e 470 g), obtidos do biotério central da Universidade Federal de
Santa Catarina. Os animais foram mantidos por 40 dias no Biotério Setorial do
Laboratério de Neurofisiologia Comparada (CFS/UFSC), em gaiolas individuais de
diferentes tamanhos dependendo do grupo experimental ao qual pertenciam (ver
adiante). A manuten¢do e limpeza das gaiolas eram realizadas trés vezes por semana e a
todos os animais foram disponibilizados dgua e racdo ad libitum, também repostas trés
vezes por semana. Os animais estavam sujeitos a iluminacdo artifical com um
fotoperiodo de 12 horas (luzes ligadas das 8:00 as 20:00) e a uma temperatura ambiente

de aproximadamente 22°C mantida por condicionamento de ar. Os protocolos
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experimentais deste trabalho foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA) sob o protocolo n°

PP00220.

2.2. Caracterizacao dos ambientes

2.2.1 Ambiente Enriquecido (AE)

Os animais selecionados aleatoriamente para o Grupo AE (n=4) foram alojados
em gaiolas de 70 cm x 70 cm x 40 cm (altura x largura x profundidade, ver Figura 1 A).
Além de poleiros, comedouro e bebedouro padrao, foram adicionados diversos objetos
ao interior das gaiolas, Ex: Contas penduradas, pedacos de espuma colorida, bolas de
isopor dispostas na base da gaiola, flores artificiais de diversas cores e tubos de PVC. O
posicionamento foi feito de forma a permitir com que os animais do grupo tivessem
contato visual uns com os outros. A escolha desses objetos foi baseada em trabalhos que
empregam esta forma de alojamento para roedores, uma vez que ndo se encontram
disponiveis na literatura, descricdes de paradigmas de enriquecimento ambiental para

aves.
2.2.2. Ambiente Nao-Enriquecido (AN)

Os animais selecionados aleatoriamente para o Grupo AN (n=4) foram alojados
em gaiolas de 50 cm x 50 cm x 50 cm (altura x largura x profundidade). Essas gaiolas
menores (Figura 1 B) contaram com apenas um poleiro, comedouro e bebedouros
padrdo. O posicionamento das gaiolas foi feito entre divisdrias, de modo que os animais

desse grupo nao tinham contato visual entre si.



20

Figura 1 - A) Ambiente Enriquecido e B) Ambiente padrdo (ndo-enriquecido)

2.3. Avaliacido quantitativa da neurogénese hipocampal

2.3.1. Perfusao

Os animais foram anestesiados com uma mistura de Xilazina (0,05g/100g de
peso corporal) e Cetamina (0,15g/100g de peso corporal) e perfundidos
transcordialmente com 300 ml de solucdo de sacarose (9,25% mantida a 37°C, com
heparina) seguida por 300 ml de solu¢do de paraformaldeido (4% em tampdo fosfato).
Os encéfalos foram retirados, blocados e pds-fixados em paraformaldeido (4% em
tampao fosfato) a 4°C por 24h, apds esse periodo os blocos foram transferidos para uma
solugdo de sacarose 30%. Os blocos foram cortados em criétomo a uma espessura de 50

pm e coletados em PBS 0,01 M em 5 compartimentos seriados.

2.3.2. Reacoes imunohistoquimicas

As seccOes obtidas conforme descrito acima foram lavadas com solucio de PBS
0,1M + Triton 0,15% (T.A), em 3 banhos de 5 min cada, logo ap6s foi feito o bloqueio

da peroxidase enddgena, utilizando H,O, 0,3% + metanol por 30 minutos. Novamente,
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os cortes foram lavados com PBS 0,1M + Triton 0,15% em 4 banhos de 5min cada.
Apbs esse processo as secgdes foram incubadas por 60 min em solucdo de T.A. + soro
albumina bovina 2% + soro 5%. Em seguida os cortes foram lavados em 1 banho de
T.A por 5 min , e finalmente incubados com o anticorpo primdrio (Anti-doublecortina
policlonal, fabricado por AbCam® c6d. ab18723) em diluicao 1:2000 por um periodo
de 24 horas. Este anticorpo foi produzido em coelhos tendo como imunogénio um
peptidio sintético derivado de 300 residuos da cadeia c-terminal de doublecortina
humana. Testes realizados pelo fabricante indicam imunorreatividade positiva em
humano, camundongo, rato, macaco rhesus, codorna e galinha, utilizando técnicas

imunuhistoquimicas, imunocitoquimicas, western-blot e ELISA.

Ap6s o periodo de incubacdo do anticorpo primdrio, as sec¢des foram lavadas
em 3 banhos de T.A por 5 min, apds os quais, foi feita a incubacdo com o anticorpo
secunddrio (Vectastain® Elite ABC kit anti-coelho IgG, fabricado por Vector labs.) por
90min. Os cortes foram novamente submetidos a 3 banhos de T.A por 5 min e entdo
incubados com ABC 1:125 ( T.A. + avidina + peroxidase biotinilada) por 2 horas. Em
seguida, as seccoes foram lavadas com T.A 3 vezes por 5 min e TBS 0,25M pH 7,4 uma
vez por 5 minutos. Apds esse processo as secgdes foram incubadas TBS 0,1M pH 7.4 +
DAB 10 mg + 3 ul H,O; 30% por 10 minutos e entdo lavadas com TBS 0,25M pH7.,4
por 3 vezes de 5 min cada. Juntamente com as seccdes do cérebro de pombo foram
colocados alguns cortes de hipocampo de rato para controle positivo da reagdo.
Realizamos também reacdes de controle negativo, que seguem todo o procedimento
exceto a adi¢do do anti-corpo secundario. Finalmente os cortes foram lavados com dgua
destilada, montados sob ldmina, desidratados, diafanizados e cobertos com laminula

para observacao em microscopio.
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2.3.3. Caracterizacio e contagem das células DCX+

A descricdo da distribui¢do das fibras e pericarios DCX+ no prosencéfalo do
pombo foi realizada em 4 animais (AN; 2 séries de cortes de cada animal separadas
entre si por 250 um) sob microscépio 6ptico (Olympus BH2). As contagens foram
realizadas para os dois hemisférios, por um observador que desconhecia o grupo
experimental a que pertencia a amostra. A delimitacdo da regido considerada como
sendo hipocampo foi a descrita por Karten e Hodos (1967). Foram contados apenas os
corpos celulares com nucleo visivel circundado por citoplasma corado, localizados nas
regides 11, ml e Tr do hipocampo ventral (a marca¢do € pouco consistente na regiao
DM). Os cortes telencefdlicos observados sob microscépio foram documentados
(Camera Digital Pixelink, com magnificagdes de 25, 250 e 500 x). A nomenclatura das
regides estudadas estd de acordo com a recente revisao dos termos de referéncia para o

encéfalo de aves (Reiner et al., 2004).

2.3.4. Testes estatisticos

Os dados obtidos da contagem de células DCX+ no hipocampo foram testados
quanto a homogeneidade de suas variancias pelo teste de Levene, e quanto a
normalidade utilizando o teste de Kolmogorov-Smirnov. O Teste-t de Student foi
utilizado para avaliar a diferenca entre os grupos em relacio ao nimero de células

DCX+ no hipocampo.
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3. Resultados

3.1. Distribuicao de pericarios e fibras imunoreativas a DCX+
3.1.1. Zonas proliferativas no ventriculo lateral

Pericérios e fibras DCX+ foram observados distribuidos por todo o epéndima e
camadas subependimdrias do ventriculo lateral, mas estiveram mais intensamente
concentrados nos distritos neurogénicos ja descritos em aves, localizados nas paredes
laterais das extremidades dorsal e ventral do ventriculo lateral. A distribuicdo destas

fibras e corpos celulares estd descrita esquematicamente na Figura 2.

Na lamina ependimal da parede medial do ventriculo lateral (Figuras 2 C-E,
Figura 3 C), foram observadas grandes quantidades de dois tipos celulares: 1) células
redondas, pouco coradas, multipolares e 2) células fusiformes (Figuras 3D—F, 4D, 6D-
E). Em ambos os casos, os corpos celulares sdo pouco marcados pela DCX e
apresentam processos que 1) penetram lateralmente no parénquima adjacente e 2)
permanecem no préprio epéndima e neste se projetam ao longo do eixo rostro-caudal do
cérebro (Figuras 3 E-F). Esses processos, que seguem pelo epéndima, formam
emaranhados de fibras intensamente marcadas pela DCX (Figuras 3A-F). De uma
maneira geral as fibras presentes na regido subventricular e no parénquima sao

intensamente marcadas pela reacao.

De maneira semelhante, a zona subventricular medial ao hipocampo, localizada
na parede medial do ventriculo lateral, apresenta células multipolares com processos
orientados para a regido medial do hipocampo (figura 4 B-D). A medida que nos
afastamos da zona subventricular em direcdo ao nucleo triangular e a regido dorsolateral

do hipocampo, observamos que a marcagdo nos corpos celulares torna-se
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gradativamente mais fraca. Ao mesmo tempo, tais corpos celulares fracamente corados
apresentam um aumento do tamanho, perdem as caracteristicas ovais/fusiformes
tornando-se poligonais e passam a apresentar mais complexidade e riqueza de

arborizacdo dendritica (figuras 4 C,D) .

3.1.2. Vias migratdrias

Observamos dois pontos de origem principais para as vias de migracdo no
telencéfalo de C. livia. As fibras DCX+ que estdo amplamente distribuidas pelo
encéfalo parecem se originar das extremidades dorsal e ventral do ventriculo lateral.
Neste trabalho estas zonas de concentracdo de fibras e somas DCX+ sdo referidas como
SVZ 1 (para a zona subventricular dorsal) e SVZ 2 (para a zona subventricular ventral;

Figura 2).

Partindo das sec¢des mais caudais (Figura 2 H), verificamos que fibras e células
originadas da SVZ 2 penetram dorsalmente no sentido caudo-rostral em dire¢ao a regiao
mais central do nidopallium. Na medida em que nos afastamos da regido caudal,
também ¢é possivel observar que, apesar de parte das fibras continuarem a projetar-se em
direcdo ao nidopallium, surge outro feixe de fibras que segue lateralmente em dire¢ao
ao estriado medial, e que também penetra através do estriado seguindo pelo eixo rostro-
caudal (Figura 2 F). Fibras partindo de toda a extensdo lateral da parede ventricular
podem ser vistas seguindo lateralmente, todas em direcdo a regido central do
nidopallium. Os processos que sao originados na SVZ 1 também se projetam em
direcdo ao centro do nidopallium, orientando-se dorsalmente nos cortes mais caudais, e

a medida que seguimos em direcdo aos niveis mais rostrais do prosencéfalo, o espaco



Lista de abreviacoes

A
AA
AD
Al
AM
Bas

Arcopallium

Arcopallium anterius
Arcopallium dorsale
Arcopallium intermedium
Arcopallium mediale

nudcleo basorostral

BSTL n. intersticial da estria terminal (p.

lateralis)

CA Comissura anterior

CDL  Area corticoidea dorsolateralis

CPi  Cortex piriformis

CPP  Cortex prepiriformis

E Entopallium

Ep Epéndima

EpB  Feixes intra-ependimarios

FPL  Fasciculus prosencephali lateralis

GP Globo pélido

HA Hyperpallium apicale

HD Hyperpallium densocellulare

Hp hipocampo
DL dorsolateral region do Hp
DM dorsomedial region do Hp
I camada lateral do “V”do Hp
ml camada medial do “V” do Hp
TR n. triangular do “V”’do Hp

LAD Lamina arcopallialis dorsalis

Ims Via migratdria lateral

LSt  Estriado lateral

M Mesopallium

MSt  Estriado medial

N Nidopallium

NCL
NCT
NCV
NCVI
NFL
NFM
NIL
NIM
OB

ON
oM
PoA
QF
rmsd
rmsv
SL
SM
SpA
SulN
SVZ
TnA
TPO
TSM
TuO
VL
VP
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Nidopallium caudolaterale
Nidopallium caudale, pars trigeminale
Nidopallium caudoventrale

divisdo lateral do NCV

Nidopallium frontolaterale
Nidopallium frontomediale
Nidopallium intermedium lateralis
Nidopallium intermedium medialis
bulbo olfativo

EPL  lam. plexiforme externa do OB
GL lam. glomerular do OB

IGrL  lam. granular internal do OB
MCL lam. de células mitrais do OB
nervo olfativo

tractus occipito-mesencephalicus
nucleus posterioris amygdalopalli
tractus quintofrontalis

Via migratdria rostral (dorsal)

Via migratdria rostral (ventral)
nucleus septalis lateralis

nucleus septalis medialis

area subpallialis amygdalae
subnidopallium

zonas subventriculares 1, 2

nucleus taeniae amygdalae

area temporo-parieto-occipitalis
tractus septomesencephalicus
tuberculum olfactorium

ventriculus lateralis

pallidum ventrale
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Figura 2 - Figuras semi-esquemadticas de cortes frontais do prosencéfalo do pombo, de niveis rostrais (A)
a caudais (H) ilustrando a distribuicdo de fibras (hemisfério esquerdo) e corpos celulares (hemisfério
direito, circulos pretos) imunoreativos a DCX. Os caracteres alfanuméricos acima de cada esquema
indicam o nivel aproximado do corte em relacdo ao atlas estereotdxico do cérebro de pombos de Karten e
Hodos, 1967. Para abreviagdes, veja a lista.
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Figure 3 - Localizacdo dos corpos celulares e fibras DCX+ no prosencéfalo caudal do pombo,
concentrada nas camadas ependimarias e subependimdrias nas extremidades do ventriculo lateral (A e B).
Note os densos feixes de fibras intra-ependimadrias intensamente marcadas em C, D, E e F. Os caracteres
alfanuméricos acima de cada esquema indicam o nivel aproximado do corte em relacdo ao atlas
estereotdxico do cérebro de pombos de Karten e Hodos, 1967. Para abreviagoes, veja a lista.
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ventricular diminui de tamanho. Nestes cortes mais rostrais essas fibras passam a seguir
ventralmente, sempre em dire¢do ao centro do nidopallium (Figura 2 E). Também ¢é
possivel observar que alguns processos e fibras originadas na SVZ 1 seguem pela
por¢ao mais lateral do encéfalo em direcdo a area corticoidea dorsolateralis (CDL)
(Figura 2 F). Nas por¢des mais rostrais do telencéfalo vemos que as fibras penetrando
pelo nidopallium passam a seguir ventralmente em direcdo ao bulbo olfativo (figura 2
B). Essa intensa migragao de fibras e células partindo das zonas proliferativas principais
através do nidopallium em direcdo ao bulbo olfativo (OB) parece corresponder a via de
migragdo rostral (RMS) de neuroblastos observada em mamiferos. Neste trabalho esta
via € referida como via de migracao rostral dorsal (rmsd) (ver figura 2), uma vez que,

como descrito adiante, pudemos observar uma segunda via de migracao

Os processos e células gerados na SVZ 2 migram lateralmente e alguns
processos terminam abruptamente, sugerindo uma subita flexdo. Estes processos
fletidos parecem prosseguir ao longo do estriado medial e se concentram na por¢dao
ventral deste distrito em niveis mais rostrais (Figura 2 C). Esta via migratdria rostral que
prossegue ventralmente é aqui denominada via de migracdo rostral ventral (rmsv). As
duas vias de migracdo encontram-se no final do ventriculo e parecem contribuir com
fibras que invadem o bulbo olfativo e ai terminam em um denso plexo de fibras (Figura

2A).

No entanto, verificamos ainda outra via migratéria que parece partir da zona
proliferativa hipocampal. Células e fibras DCX+ formadas nesta regido orientam-se
dorsalmente em dire¢cdo ao hipocampo dorsomedial, onde parecem terminar. Além
disso, observamos fibras que partem da zona proliferativa hipocampal e ventralmente e

em direcdo caudal e se concentram de forma significativa na area septal (Figuras 2 D-E,
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Figura 5 A-D). A partir da area septal, fibras foram observadas prosseguindo caudal e

ventralmente atingindo a regido pré-optica no diencéfalo ventral.
3.1.3. Estruturas Limbicas

No hipocampo foram observadas células e fibras densamente marcadas pela
DCX nas regides mais laterais, adjacentes a parede medial do ventriculo, mais
concentradas na camada lateral (1I), € um pouco menos numerosas na area triangular
(Tr) (Figura 4 B). A densidade da marcacdo pela DCX diminui em dire¢do as regides
mediais do hipocampo, de forma que ndo observamos células e fibras marcadas na
Camada medial do hipocampo (ml). Essas células adjacentes a parede do ventriculo,
redondas e multipolares, apresentam uma marca¢do mais densa, menor tamanho e
menor arborizacdo dendritica quando comparadas as células mais mediais, que
aumentam de complexidade e tamanho em direcao ao ml (Figura 4, C-D). As zonas
centrais dos subnicelos dorsomedial (DM) e dorsolateral (DL) do hipocampo sao
virtualmente desprovidas de fibras ou pericarios marcados pela DCX como mostra a
Figura 4 (A). No entanto, algumas fibras DCX+ foram observadas deixando a parede
medial e dorsal do ventriculo em dire¢ao a superficie mais dorsal de DM e DL, onde
parecem dar origem a um pequeno contingente de pericdrios fracamente DCX+. Na
areal septal, verificamos um feixe de fibras densamente marcado pela DCX, em
continuidade com fibras aparentemente provindas o Hp. Estas fibras permeiam um
denso agregado de células bipolares e de tamanho pequeno, bem marcadas pela DCX,
presentes no centro do nicleo septal lateral (Figura 5 A - C.). E interessante notar que o
arcopallium mostrou-se completamente desprovido de células e de fibras DCX+. Esta

regido, que € compardvel anatomicamente ao complexo amigdaldide de mamiferos e faz



Figura 4 - Localizagdo de corpos celulares e fibras DCX+ no hipocampo do pombo.
(A) fotomicrografia em baixa magnificacdo do hipocampo rostral. (B) Marcagdo DCX+ no
hipocampo ventromedial. (C) Célula redonda multipolar com densa arboriza¢do dendritica. (D)
Células da camada ependimaria comparadas com célula da camada subependimaria. Os
caracteres alfanuméricos acima de cada esquema indicam o nivel aproximado do corte em
relagdo ao atlas estereotdxico do cérebro de pombos de Karten e Hodos, 1967. Para abreviagoes,
veja a lista.
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Figura 5 - Localizac@o de corpos celulares e fibras DCX+ no estriado medial e na drea septal do
pombo Notar os densos feixes de fibras intraependimarias intensamente marcadas em A, B e C.
Os caracteres alfanuméricos acima de cada esquema indicam o nivel aproximado do corte em
relacdo ao atlas estereotaxico do cérebro de pombos de Karten e Hodos, 1967. Para abreviagdes,
veja a lista
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parte do circuito envolvido no canto em passeriformes (ver adiante), contém apenas

umas poucas fibras marcadas em passagem pela superficie ventral do ntcleo.

3.1.4. Estruturas Paliais

O Hyperpallium é populado por células e fibras mais esparsas ¢ moderadamente
marcadas originadas na SVZ 2 e que aparentemente migraram através da via lateral.
Podemos identificar corpos celulares multipolares margeando a face mais dorsal do
hyperpallium apicale (HA), ao passo que fibras e células estdo ausentes nas partes mais
centrais do HA (Figura 2 C). As células encontradas sdo grandes, poligonais e
complexamente arborizadas. De maneira semelhante, o Mesopallium (M) apresenta um
maior nimero de células nas zonas mais dorsais. Porém, quando seguimos em direcao
rostral, podemos acompanhar um aumento de fibras DCX+ e poucas células

convergindo para a regido central do M (Figura 2 B-D).

O Nidopallium caudolaterale (NCL) apresenta um grande nimero de
células e processos DCX+, que parecem convergir ali, vindas das zonas
subventriculares. A camada ependimdria adjacente ao NCL também contribui com
células e processos DCX+ (Figura 2 F-H). E interessante notar que o NCL é comparavel
ao Centro Vocal Superior (HVC) de passeriformes, e que como alguns trabalhos
demonstram € uma drea de grande aporte de neurdnios novos no cérebro desses animais
(ver adiante). O entopalium, situado dorsalmente ao estriado (Figura 2 C) mostrou-se
completamente desprovido de processos DCX+ (Figura 2 D). O ntcleo basorostral,

distrito somatossensorial localizado ventrolateralmente ao nidopallium rostral, €
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circundado por fibras e corpos celulares marcados (aparentemente em passagem para o

bulbo olfativo), mas ostenta poucos elementos neurais DCX+.

3.1.5. Os ganglios da base

No estriado podemos identificar uma grande quantidade de fibras durante toda a
sua extensdo (Figura 2 D-E e Figura 4 A) . Os corpos celulares presentes em
quantidades moderadas possuem uma densa arborizagdo dendritica (Figura 4 B-C).
Estas células redondas e multipolares tem um tamanho médio de 12 uym a 20 um
(comprimento de seu maior didmetro). A medida que nos afastamos em direcao rostral
vemos uma maior densidade de fibras concentradas na regido medial do estriado na
regido mais proxima ao ventriculo (Figura 2 C). As regides do pdlido ventral ao
striatum, (Figura 5 A) sd@o completamente desprovidas de células ou processos DCX+

(Figura 2 D).

3.1.6. O bulbo olfativo e cortex pré-piriforme

Observamos um emaranhado de fibras densamente marcadas pela DCX no
cortex pré-piriforme (CPP) (Figura 6 C) localizado dorsalmente em relacdo ao bulbo
olfativo (OB). Essas fibras parecem estar orientadas ventralmente em dire¢do a camada
granular do bulbo olfativo (figura 6 A), as células existente no CPP tem o citoplasma
bem marcado pela DCX e possuem um tamanho de 6um a 10um. Dorsolateralmente, no
nucleo basorrostral (Bas), verificamos a existéncia de uma marca¢do menos densa das
fibras, que da mesma maneira, estdo orientadas para o OB. As células no Bas sdo mais

raras, menos marcadas pela reacdo e maiores dos que as encontradas no CPP.
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Figura 6 - Localizagdo de corpos celulares e fibras DCX+ no bulbo olfativo e no cértes
piriforme adjacente do pombo. Em B, € apresentado um corte corado pelo método de Nissl
(Giemsa) em um nivel estereotdxico comparavel ao apresentado em (A). Vista geral rostral do
BO: Aumento de 4x(C); Células e fibras presentes na camada mitral do BO (D); Células e fibras
da camada Igrl. do BO (D). Os caracteres alfanuméricos acima de cada esquema indicam o

nivel aproximado do corte em relacdo ao atlas estereotdxico do cérebro de pombos de Karten e

Hodos, 1967.Para abreviacdes, veja a lista .
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As subdivisdes do bulbo (Figura 6 B) apresentam padrdes de marcacdo DCX+
diferentes. A camada glomerular interna do OB € populada por células e processos
densamente marcados. As células fusiformes, pequenas e bipolares (Figura 6 D), sao
fortemente marcadas. Na camada mitral do OB também observamos corpos celulares
bipolares bem marcados, porém em maior nimero do que na camada glomerular interna

(Figura 6 E).

A camada plexiforme ¢é bem delimitada pela reacdo (Figura 6 A-C),
apresentando apenas marcagdo de processos provenientes de células da camada mitral e
que penetram nesta. A parede do ventriculo na regidao mais dorsal do bulbo olfativo é
populada por um grande feixe de fibras fortemente marcadas pela doublecortina, ao

passo que nao se pode individualiza-las ou verificar se estdo presentes células na érea.

3.2. Efeito da exposicao a diferentes ambientes sobre a expressao da DCX

no hipocampo de pombos adultos.

Para comparar os efeitos das condi¢des de alojamento sobre a neurogénese,
realizamos a contagem de células DCX+ na regido do hipocampo dos pombos alojados
no ambiente enriquecido e ndo-enriquecido. Todas as seccdes que continham o
hipocampo (conforme descrito por Karten & Hodos, 1967) foram observadas e
fotografadas para que fosse feita a contagem do numero total de células DCX+. Devido
as perdas ocorridas durante a microtomia e danos aos tecidos durante as reacdes
imunohistoquimicas, o nimero total de sec¢des integras para cada caso era varidvel

(minimo de 4 secc¢des para cada cérebro). Por esse motivo, os dados utilizados para as
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Figura 7 —Sec¢do do hipocampo de um animal do grupo AN (A); Seccdo do hipocampo de um
animal do grupo AE (B) Setas apontando corpos celulares DCX+ (A,B); Numero de células
DCX+ no hipocampo ventral de pombos alojados em um ambiente padrdo (AN) ou em um
ambiente enriquecido (AE). (*) indica diferenca significativa com relagdo ao grupo AN (Teste t
de Student, p<0,05) (C).
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andlises estatisticas foram o resultado do nimero total de células contadas em
cada caso (animal) dividido pelo nimero de sec¢des de hipocampo em cada caso, ou
seja, a média de células por sec¢do hipocampal em cada animal. O nimero médio de
células contadas nos animais dos dois grupos experimentais estd descrito na Figura 7.
Os valores médios aqui representados seguem a distribuicio normal (teste de
Kolmogorov-Smirnov: p>0,20) e apresentam variancias homogéneas (Levene: p >
0,05), logo, pudemos aplicar o Teste-t de Student. Esta andlise mostrou que a
quantidade de células DCX+ no hipocampo ventral dos animais alojados por 40 dias no
ambiente enriquecido (AE) foram significantemente (p < 0,05) maiores que as
observadas nos animais alojados nas gaiolas-padrao, ndo enriquecidas (AN). Esta
diferenca foi de aproximadamente 51% no nimero médio de células hipocampais
DCX+ entre os animais alojados no ambiente enriuecido (média= 106,72+34,40) e ndo-

enriquecido (média=55,27+6,65).
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4. Discussao

Os dados levantados neste estudo sugerem que a expressdao da proteina DCX
ocorre em corpos celulares espalhados pela maioria das grandes divisdes anatdmicas do
prosencéfalo do pombo. De um lado, estas células DCX+ do pombo estdo concentradas
em regides nas quais foi detectada intensa neurogénese em aves adultas (as zonas
subventriculares e o hipocampo; Goldman e Nottebohn, 1983; Alvarez-Buylla e
Nottebohn, 1988; Alvarez-Buylla et al., 1994), e que sdo compardveis as dos demais
vertebrados estudados (e.g., Kaslin er al., 2008). Associado ao fato de que a DCX ¢é
expressa em células pds-mitdticas em processo de migragdo e diferenciagao, estes dados
reforcam a idéia de que sua presenga nestas zonas proliferativas e seu papel nos
processos ligados a proliferagcdo de células neurais no adulto pode ser um atributo

bastante conservado do cérebro dos vertebrados, representando uma caracteristica

plesiomorfica (ancestral) para os vertebrados.

No entanto, nossos resultados também apresentam caracteristicas que
diferenciam os padrdes de distribuicdo da DCX nas aves daquele observado em
mamiferos, e que também que diferenciam do padrdao observado no pombo do de outras
aves. Uma diferenca notdvel entre o padrao de distribui¢do em aves e mamiferos reside
na quantidade de células e fibras marcadas nas regides neurogénicas subventriculares e
hipocampais, que indicam que os processos de produgdo de novas células sdo bem mais
intensos nos primeiros. Se estas diferencas forem apenas quantitativas, mas os
mecanismos envolvidos forem semelhantes, entdo as aves podem representar um
modelo interessante e de validade mais geral em relacdo, e.g., aos amniotas, para
estudos sobre a regulacdo da neurogénese adulta e para a deteccdo dos fatores que

limitam a neurogénese em mamiferos adultos.
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A marcagao para a DCX nos pombos (resultados presentes) e nos passeriformes
estudados (Kim et al., 2006; Boseret et al., 2007) é mais intensa e amplamente
distribuida que nos mamiferos também em distritos nao-neurogénicos. As vias
migratdrias rostrais dos roedores e de primatas (incluindo humanos, e.g., Curtis et al.,
2009) formam um agrupamento discreto de neuroblastos circundados por um ducto de
células gliais e que progridem rostralmente pelo prosencéfalo basal em direcao ao bulbo
olfativo e ai terminam. No pombo, observamos que estas vias migratdrias sdo multiplas
e destinadas a diversas dreas do prosencéfalo. Pode-se discernir, pela marcacdo pela
DCX, uma via migratéria rostral dorsal, que progride pelas regides centrais do
parénquima palial (pelo nidopallium e mesopallium) distribuindo neuroblastos para os
territorios paliais adjacentes e aparentemente terminando no bulbo olfativo. Além desta,
uma via migratoria rostral ventral prossegue pelas regides mediais do estriado (ao qual
aparentemente doa neuroblastos), € uma via migratoria lateral, que parte da SVZ e
alcanca o cortex piriforme, foram observadas no pombo. Ambas convergem para o
bulbo olfatério e se unem a via migratéria rostral dorsal. Além disso, observamos
densos feixes de fibras marcadas percorrendo a parede dos ventriculos, com destino que
nosso material ndo permite determinar. Tanto quanto pudemos encontrar na literatura,

esta € a primeira descri¢do destas rotas migratdrias em aves.

Além disto, os pombos (nossos resultados) e os candrios (Boseret et al., 2007)
parecem ter uma vasta quantidade de células DCX+ com caracteristicas de neurdnios
maduros ou diferenciados (corpo poligonal dotado de arborizagdo dendritica ampla e
complexa), e residentes no estriado, no hipocampo, e em regides paliais (nidopallium,
hyperpallium, mesopallium) associativas e sensoriais comparaveis ao neocortex de

mamiferos. Deve ser notado que nestes ultimos, a presenga de um ndmero
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comparativamente modesto de células DCX+ nao-recentemente geradas, aparentemente
residentes, foi detectada nas laminas II e III do coértex piriforme (uma regido
filogeneticamente antiga do cértex de vertebrados associada a olfac@o), e do cortex
perirrinal, insular agranular e entorrinal (Luzzati et al., 2009). Estas células nao
apresentam imunoreatividade a BrdU (estudada em varios periodos de sobrevida) e
também expressam a forma polisialilada da molécula de adesdo celular neural, PSA-
NCAM (uma molécula também associada a plasticidade estrutural durante a
neurogénese), e foram encontradas no cérebro de exemplares adultos de coelhos
(Oryctolagus cuniculus), porquinhos-da-india (Cavia porcellus), e, em quantidades bem
maiores que em mamiferos, também em lagartos (Podarcis muralis). Estas células
foram também observadas em camundongos (Mus musculus) e em ratos Wistar (Rattus
norvegicus), mas em nimero muito menor que em coelhos e porquinhos-da-india. Em
répteis, células e fibras DCX+ foram observadas no cértex medial, no bulbo olfativo e
nas regioes germinativas dos ventriculos laterais e olfativos (Lopez-Garcia et al., 1988;
Font et al., 2001; Kaslin et al., 2008). Estes dados, somados aos do presente trabalho,
sugerem que a presenca de neurdnios maduros e capazes de remodelamento
morfoldgico intenso em dreas neocorticais pode ser um atributo conservado em
amniotas, mas expresso com mais intensidade em répteis e aves que em mamiferos.
Contrariamente ao que € observado em mamiferos, nos pombos, € com menor
intensidade nos candrios, foi notada uma macica presenca destas células no estriado e na
area septal. O estriado e a drea septal tem sido comparados anatomica e
neuroquimicamente as regides de mesmo nome em mamiferos (Reiner et al., 2004),
sugerindo que estas células adultas capazes de mudancgas morfolégicas podem ocorrer
também em regides limbicas (no caso da drea septal) e em regides envolvidas com o

controle do movimento corporal (como o estriado) das aves, mas ndo de mamiferos. O
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padrao geral de distribuicdo de fibras e células DCX+ que observamos nos pombos
corresponde, na maioria dos distritos prosencefélicos, ao que foi descrito para o canério
(Boseret et al., 2007) e para o mandarim (Kim et al., 2006). Nestas aves, o canto
complexo que emitem € usado para atrair fémeas e defender territérios, e € controlado
por uma rede de dreas cerebrais interconectadas e que sofrem intensa plasticidade
funcional e morfolégica associada ao aprendizado e estabilizacio do canto nas
diferentes estacdes do ano. Estas regides incluem o nidopalium caudolateral dorsal
(também conhecido como “centro vocal superior”, ou HVC), a “drea X, que é parte do
estriado medial rostral, e o n. robustus arquistriatalis (RA, que faz parte do arcopallium,
ou complexo amigdaldide nas aves) (Alvarez-Buylla & Kirn, 1997). Como nos candrios
e mandarins, os pombos apresentam intensa marcacdo DCX+ no HVC e na area X, mas
escassa ou nenhuma marcag¢do no RA. Isto pode sugerir que a plasticidade intensa em
HVC e area X que ocorre nas aves canoras pode ocorrer também em uma espécie cujo
canto (ou chamados) sdo bem menos elaborados e ndo apresentam sazonalidade.
Atualmente, desconhecemos eventuais alteracdes destas regides  associadas a
vocalizagdes em outras aves que nao os passeriformes.

Uma diferencga significativa na distribuicao das fibras e células DCX+ entre o
pombo e os passeriformes estudados parece residir no bulbo olfativo. De fato, migracao
de neuroblastos foi vista apenas nas regides mais rostrais do estriado (mas nao no bulbo
olfativo) em candrios (Alvarez-Buylla et al. 1994) e fibras DCX+ nao foram descritas
no BO dos passeriformes estudados até agora, mas figuram como as regides mais
densamente marcadas pela DCX+ nos pombos, nos lagartos e nos mamiferos (Garcia-
Verdugo et al., 2002). E importante notar que a neurogénese em regies envolvidas com
a discriminagdo olfativa parece ser uma caracteristica persistente em insetos, crustiaceos,

roedores e primatas (Sardananda, 2004). A anélise de um nimero maior de familias de
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aves, répteis e de mamiferos pode ajudar a decidir se a maciga presenca de neuroblastos
no bulbo olfativo representa um atributo plesiomdrfico para os amniotas, perdido
durante a diferenciacao dos passeriformes.

Outro local do cérebro de vertebrados onde ocorre intensa producdo e
recrutamento de novos neurénios € o hipocampo. Nossos dados sugerem que o
hipocampo do pombo € sitio de neurogénese expressiva, que pode contribuir ndo apenas
com neuroblastos para seus proprios subnicleos, mas também para dreas
funcionalmente relacionadas a ele, como a area septal e o hipotdlamo. Além disso,
nossos dados sugerem que diferentes condicdoes de alojamento podem afetar a
quantidade de células DCX+ hipocampais: ambientes mais variados, amplos e
coloridos, associados a visdo de outros animais da mesma espécie, parecem acarretar
um nimero maior destes corpos celulares no pombo. Estes dados e os resultados obtidos
em mamiferos (ver Introducdo) sugerem que os efeitos neurogénicos da exposicdo a
ambientes enriquecidos pode ser um atributo comum nestas classes. Se a intensa
neurogénese no hipocampo do pombo (comparada com a de roedores) partilhar outros
mecanismos com mamiferos, entao este animal pode representar um bom modelo para o
estudo dos processos que regulam a producdo e incorpora¢do de neurdnios no amniota
adulto.

Aves em situacdo natural exibem habilidades importantes de memoria e de
representacao espacial, durante comportamentos como a migracao a longas distancias, a
recuperacdo de comida recolhida e guardada em locais escondidos e no retorno para o
ninho apds a remocao do animal para longas distancias (o “homing” em pombos). A
participacdo do hipocampo nas habilidades de navegacdo do pombo estd bem
documentada (ver Colombo e Broadbent, 2000 para uma revisdo). O hipocampo de

espécies como Parus sp., que coletam e guardam comida (e que a procura e encontra
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ap6s meses da coleta) é maior que o de espécies que ndo coletam (e diminui nos animais
mantidos em cativeiro), enquanto que a incorpora¢do de novos neurénios ao hipocampo
aumenta sazonalmente durante os periodos de coleta nestes animais (ver Sardananda,
2004). No entanto, a relacio do hipocampo com a expressdo de comportamentos
defensivos e de respostas a situagdes desafiadoras (as respostas ao estresse, por
exemplo), bastante investigada nos mamiferos (ver introdu¢do), ainda nao foi estudada
nas aves.

Os pombos sao considerados um excelente modelo animal para estudos sobre as
fungdes hipocampais no aprendizado, memdria e navegacao espacial (ver Colombo e
Broadbent, 2000 para uma revisao); de modo similar aos primatas (e de forma aparente
mais intensa que em roedores), os pombos usam informacdes visuais e espaciais para
tarefas cognitivas e de aprendizagem, nas quais seu desempenho é paralelo ao de
primatas e superior ao de roedores. Estd em curso no nosso laboratério uma analise mais
pormenorizada destes corpos celulares e fibras DCX+ hipocampais, em animais
mantidos nestes ambientes e também em animais mantidos em gaiolas coletivas de
grandes dimensdes. Além disso, estamos investigando uma possivel correlacdo entre
estes ambientes, a expressao da DCX no hipocampo e as respostas destes animais em
testes que quantificam comportamentos defensivos. Estes estudos podem ajudar a
entender os mecanismos pelos quais a neurogénese pode participar da expressdo das
caracteristicas anatdmicas e funcionais (comportamentais) do hipocampo nas aves.

Em resumo, a expresssdo da doublecortina é conservada em vertebrados
adultos. Nossos dados indicam que a distribuicao dessa proteina € mais ampla em aves
do que em mamiferos, ainda que esta possa variar dentro de uma mesma classe ou

ordem. Dentro desta variabilidade de padrdes de expressdo, acreditamos que a
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expressdao da DCX no hipocampo, semelhante aquela encontrada em mamiferos, seja

um processo conservado.
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