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RESUMO

RIBEIRO, L. A. M. Caracterizacao histoquimica e imunoistoquimica de areas
telencefalicas da coruja-da-igreja (Tyto alba). 2009. Dissertacao (Mestrado em
Ciéncias) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo,
20009.

Corujas se destacam por suas excepcionais habilidades visuais e auditivas. Varios
estudos eletrofisiolégicos mostram que muitas das principais propriedades dos neurénios no
Woulst visual e no Field L auditivo de corujas sdao semelhantes aquelas de neurdnios no
cortex visual e auditivo primario de mamiferos, respectivamente. Em contraste as ricas
informagdes sobre as propriedades eletrofisiologicas dos neurbnios em dareas visuais e
auditivas no telencéfalo de corujas, poucos trabalhos investigaram a neuroanatomia e
neuroquimica de areas telencéfalicas em corujas. Assim, caracterizamos no presente estudo
através de técnicas convencionais histolégicas, histoquimicas e imunoistoquimicas as
principais estruturas do telencéfalo da coruja-da-igreja. Os componentes estriatais e palidais
dos nucleos da base (NdB) foram delineados através de seus distintos padrdes de
imunomarcacao para a fosfoproteina DARPP-32 e para tirosina hidroxilase (TH). Ambos os
marcadores foram altamente enriquecidos nas estruturas estriatais dos NdB. Areas
sensoriais primarias talamorrecipientes dentro do nidopélio (N), como o entopalio (E) visual,
a sub-regido L2 do Field L auditivo e o nucleo basorostral palial trigeminal, foram
caracterizadas pela quase auséncias de imunomarcagao para DARPP-32 e também pela
alta atividade da enzima citocromo oxidase. Os diferentes componentes do Field L
ocuparam uma grande fragdo do N caudomedial. Também o Woulst visual, o alvo
telencefdlico da via talamoéfoga, se destacou como uma regido enorme no dorso do cérebro.
As distintas pseudo-camadas presentes no Wulst foram delineadas com uma combinacao
de métodos, incluindo a coloracdo de Nissl, ativagdo da enzima citocromo oxidase,
inervacao por fibras mielinizadas e imunomarcagéo para DARPP-32. Em contraste, o E, 0
principal alvo da via tectéfoga se revelou bem menor. Distintas areas no N mediorrostral e N
caudolateral foram destacados por sua rica inervacao por fibras TH+, indicando que se trata
de &reas associativas.

Estes dados sugerem que a morfologia e neuroquimica dos nucleos da base e de
outros componentes telencefalicos da coruja-da-igreja sdo semelhantes aquelas em outras
espécies de aves. Contudo, o Wulst visual e também o Field L se destacaram por seu
enorme tamanho e grau de organizagao, refletindo a importancia da via talaméfoga e do
sistema auditivo no comportamento de corujas.

Palavras-chave: Sistema visual. Sistema auditivo. Aves. Dopamina. DARPP-32.



ABSTRACT

RIBEIRO, L. A. M. Histochemical and immunohistochemical characterization of
forebrain areas in the barn owl (Tyto alba). Master thesis (Physiology). Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2009.

Owls possess exceptional visual and auditory capacities. Several electrophysiological
studies revealed that many of the functional key features of neurons in the visual Wulst and
auditory Field L of owls are similar to those of neurons in the primary visual and auditory
cortex of mammals, respectively. In contrast to the rich information about the
electrophysiological properties of neurons in visual and auditory forebrain areas of owls, few
studies have investigated the neuroanatomy and neurochemistry of the forebrain in owls. For
this purpose, we characterized in the present study by conventional histological,
histochemical and immunohistochemical techniques the principal forebrain structures in the
barn owl. The principal striatal and pallidal components of the basal ganglia were
convincingly delineated by their distinct immunostaining patterns for the phosphoprotein
DARPP-32 and tyrosine hydroxylase (TH). Both of these markers were highly enriched in the
striatal components of the basal ganglia. Primary thalamorecipient sensory areas within the
nidopallium (N), such as the visual entoppallium (E), the L2 sub-region of the auditory Field L
and the trigeminal basorostral palial nucleus were characterized by the almost absence of
DARPP-32 immunostaining and also a high activity of the enzyme citocrome oxidase. The
different components of Field L occupied a great portion of the caudomedial N. Also the
visual Wulst, the main telencephalic target of the thalamofugal pathway, was outlined as an
enormous region in the dorsal telencephalon. The distinct pseudo layers present in the visual
Woulst were delineated by a combination of methods, including Nissl staining, activation of the
enzyme cytochrome oxidase, distribution of myelinated axons and immunostaining for
DARPP-32. In contrast, the E, principal target of the tectofugal pathway was quite small.
Distinct regions in the mediorostral and caudolateral N were outlined by their rich innervation
by TH+ fibers, indicating that they might fulfill associative functions.

These data suggest that the morphology and neurochemical profile of the basal
ganglia and other forebrain areas of the barn owl are similar to the organization in other bird
species. However, the visual Wulst and also Field L were highlighted by their enormous size
and high degree of organization, probably reflecting the importance of the thalamofugal
visual pathway and the auditory system for the behavior of owls.

Keywords: Visual system. Auditory system. Birds. Dopamine. DARPP-32.



1 INTRODUCAO

1.1 A coruja como modelo experimental

As aves sdao animais que apresentam desenvolvida capacidade visual e
auditiva. Algumas espécies de aves possuem acuidade visual e discriminativa
comparavel, ou até superior, aquela em humanos (VON FERSEN e DELIUS, 1989;
HODOS, 1993; WATANABE et al., 1995; EMERY, 2006). A visdo é utilizada pelas
aves em seu comportamento alimentar, em sua navegagdo e migracdo, para
escapar de predadores e também em seu comportamento social. Isto torna a viséo
provavelmente mais importante para aves do que para qualquer outra classe de
vertebrados (SHIMIZU e BOWERS, 1999). Dentre as aves, corujas se destacam por
suas excepcionais habilidades visuais. Corujas possuem olhos extremamente
frontais (IWANIUK e WYLIE, 2006; IWANIUK et al., 2008) e conseglentemente um
grande campo visual binocular. Por ter olhos frontais e visdo binocular desenvolvida,
as corujas atingem alto desempenho para localizacdo espacial, mesmo em
condicoes de visibilidade desfavoraveis (VAN DER WILLIGEN et al., 2002). Esses
fatos tornam a coruja um excelente modelo para estudos comparativos, no que
concerne a visdo binocular em primatas (NIEDER e WAGNER, 2001; VAN DER
WILLINGEN et al., 2003). Dentre as estruturas visuais no cérebro de corujas, 0
Woulst visual é de particular interesse. Em aves, o Wulst visual é a estrutura
telencéfalica recipiente de projecdes da via retino-talaméfoga (KARTEN et al., 1973;
SHIMIZU e BOWERS, 1999). Nas corujas, essa estrutura é particularmente grande e
desenvolvida (KARTEN et al., 1973; IWANIUK e WYLIE, 2006; IWANIUK et al.,
2008). Estudos eletrofisiologicos demonstraram que muitas das principais
propriedades dos neurbnios no Wulst visual de corujas sdo extremamente
semelhantes aquelas dos neurdnios no cértex visual primario (V1) de primatas.
Assim, o Woulst visual de corujas dispée de neurbnios com pequenos campos
receptores organizados retinotopicamente, seletividade para disparidade binocular,
orientacao do estimulo e dire¢cdo do movimento (PETTIGREW e KONISHI, 1976a, b;
PETTIGREW, 1978, 1979; WAGNER e FROST, 1993; NIEDER e WAGNER, 2000,
20014, b).



Porém, as excepcionais capacidades de corujas como predadores noturnos se
dao provavelmente ndo somente por causa da sua altissima acuidade visual. Uma
série de estudos eletrofisioldgicos e neuroanatdmicos na coruja-da-igreja (Tyto alba)
mostrou que corujas também possuem um sofisticado sistema auditivo, capaz de
captar uma ampla gama de frequéncias (COHEN e KNUDSEN, 1994; 1996; COHEN
et al., 1998). Além disso, foi verificado que a coruja-da-igreja faz uso de uma via
auditiva para localizagdo de objetos que vai do mesencéfalo até o “Field L” no
telencéfalo, e traduz pistas de localizacao auditiva em complexas representacdes no
espaco (KNUDSEN et al, 1979; KNUDSEN, 2002). Assim como humanos
(McALPINE, 2005), corujas fazem principalmente uso da pequena diferenca com a
qual um estimulo sonoro chega as duas orelhas para revelar a origem de sinais
sonoros (KNUDSEN, 2002).

Em contraste as ricas informacdes sobre as propriedades eletrofisiolégicas em
areas visuais e auditivas no telencéfalo de corujas, somente poucos trabalhos
investigaram a neuroanatomia e neuroquimica de areas telencéfalicas visuais e
auditivas em corujas (BRAVO e PETTIGREW, 1981; KARTEN et al., 1973;
BAGNOLI et al.,, 1990; COHEN et al., 1998). Em geral, em contraste a outras
espécies de aves como pombos, galinhas, codornas e o mandarim (“zebra finch”),
nas quais a organizagao do telencéfalo foi muito bem explorada durante as ultimas
décadas (REINER et al., 2004, 2005; JARVIS et al., 2005), ainda ndo existe um
estudo detalhado sobre a organizacao geral do telencéfalo em corujas. Assim, o
objetivo principal do presente trabalho ¢é caracterizar através de técnicas
convencionais histolégicas, histoquimicas e imunoistoquimicas as principais

estruturas do telencéfalo da coruja-da-igreja.

1.2 O telencéfalo de aves

Aves e mamiferos representam linhas filogenéticas paralelas que divergiram
ao longo da evolucdo. Assim, os cérebros de aves e mamiferos evoluiram
independentemente e se adaptaram ao seu ambiente especifico durante um periodo
de cerca 300 milhées de anos (STRIEDTER, 1997, 2005; MEDINA e REINER 2000;
PUELLES 2001; JARVIS et al., 2005; REINER et al., 2005). Ambos, aves e
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mamiferos, possuem cérebros grandes, mas em particular o telencéfalo de aves
possui aparéncia completamente diferente daquele do telencéfalo de mamiferos. A
diferenga mais significante entre o telencéfalo de mamiferos e aves é a falta de um
manto cortical laminado em aves. A maior parte do telencéfalo de aves nao
apresenta uma laminacgéo ébvia, como o cértex de mamiferos, e esta organizado em
grupamentos de células bastante uniformes, separados por zonas estreitas (laminas)
pobres em células. Isso, junto com o fato de que a maioria dos neurbnios no
telencéfalo de aves sao constituidos por neurdnios com arvores dendriticas com
orientagao radial, remanescentes da maioria dos neurdnios presentes nas estruturas
dos nucleos da base (NdB) de mamiferos, resultou na conclusdo de que aves nao
possuem areas corticais equivalentes ao neocértex de mamiferos, mas um cérebro
que é largamente dominado por estruturas equivalentes aos NdB (EDINGER, et al.,
1903; EDINGER, 1908; ARIENS-KAPPERS, 1909). Essa conclusdo resultou, no
passado, em uma nomenclatura (EDINGER et al., 1903; ARIENS-KAPPERS et al.,
1936) para as estruturas telencefalicas em aves, na qual a maioria das estruturas foi
denominada com o sufixo estriado (ex. “neoestriado”, “hiperestriado”, etc.). Através
de estudos conduzidos por pioneiros da neuroanatomia comparativa como Harvey
Karten, Jacob Dubbeldam (KARTEN e DUBBELDAM, 1973) e Anton Reiner
(REINER et al., 1983, 1984) utilizando-se de técnicas como a imunoistoquimica e
métodos de impregnacdo de prata para visualizar axdnios degenerados (FINK e
HEIMER, 1967), ficou claro que somente uma pequena parte do telencéfalo de aves
mostra conexdes e uma quimioarquitetura semelhante aquela dos NdB de
mamiferos. Atualmente, através dos resultados de estudos conduzidos durante os
ultimos 35 anos utilizando técnicas refinadas de imunoistoquimica, rastreamento
neuronal e principalmente estudos embriol6gicos/neurogenéticos, € consenso que o
telencéfalo de aves ndo consiste quase exclusivamente de NdB hipertrofiados, pois
contém todos os principais componentes presentes no telencéfalo de mamiferos.
Estes novos achados culminaram na elaboracdo de uma nova nomenclatura para o
telencéfalo de aves (REINER et al., 2004; REINER, 2005; JARVIS et al., 2005).



1.3 Principais componentes do telencéfalo de aves

O telencéfalo de mamiferos se desenvolve a partir de trés dominios principais,
o subpalio, o péalido e o palio. O subpaélio é o sitio embrionario que da origem aos
NdB, o pélido da origem especificamente aos componentes palidais dos NdB,
enquanto o palio da origem ao cortex e também estruturas paliais nucleares, como o
claustro e a amigdala cortical (PUELLES, 2001). Genes reguladores (“Homeobox
genes”) sado genes altamente conservados durante a evolugcdo que codificam
importantes fatores de transcricdo (BULFONE et al, 1993, 1995; STOYKOVA e
GRUSS, 1994) e tém um papel determinante no desenvolvimento do telencéfalo
(STOYKOVA et al, 1996; SHIMAMURA e RUBENSTEIN, 1997). Alguns desses
genes reguladores, como DIx-2, Nkx-2.1, Pax-6, Emx-1 e Tbr-1, mostram no
telencéfalo embrionario de camundongos um padrdo de expressdo dominio-
especifico em territorios subpaliais ou paliais, 0 que os torna uma ferramenta valiosa
para investigacoes embriolégicas comparativas (MEDINA e REINER, 2000). Assim,
recentes estudos comparativos revelaram, através da técnica de hibridizacao in situ,
a expressao de determinados genes reguladores em dominios correspondentes do
telencéfalo de vertebrados (FERNANDEZ et al., 1998; PUELLES et al., 1999, 2000;
PUELLES, 2001; ABELLAN e MEDINA, 2009; ABELLAN et al., 2009). Os resultados
desses estudos claramente indicaram que o telencéfalo de todos os vertebrados
investigados é formado de componentes subpaliais, palidais e paliais (Fig. 1). Em
aves, esses estudos deixaram claro que os NdB somente ocupam a por¢ao basal do
telencéfalo e provaram a existéncia de um grande territério palial (MEDINA e
REINER, 2000; PUELLES, 2001). O palio de vertebrados se diferencia em
componentes mediais, dorsais, laterais e ventrais. Porém, € importante ressaltar que
em vertebrados nem todo o pélio se diferencia em cértex, mas também em nucleos
paliais (PUELLES, 2001). Assim, em aves, somente uma pequena parte do palio,
incluindo principalmente o Wulst visual (MEDINA e REINER, 2000), parece
equivalente ao palio dorsal que em mamiferos da origem ao isocértex (neocértex).
Outros componentes principais do telencéfalo de aves como o mesopalio, nidopalio
e arcopalio, em conjunto conhecido como “dorsal ventricular ridge” (DVR), parecem

equivalentes aos nudcleos paliais de mamiferos (PUELLES, 2001). Porém, a exata
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natureza desses componentes do DVR ainda ndo é completamente esclarecida e
tépico de uma intensa discussao (KARTEN, 1991; STRIEDTER, 1997; JARVIS et al.,

2005; REINER et al., 2005).
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Figura1 — Esquemas das principais estruturas paliais e subpaliais em telencéfalos
embriondrios de répteis, aves e mamiferos. A: Esquema mostrando a divisa
palio-subpélio. B: Estruturas paliais e subpaliais no telencéfalo de um réptil.
C: Estruturas paliais e subpaliais no telencéfalo de uma ave. D: Estruturas
paliais e subpaliais no telencéfalo de um mamifero. Figura adaptada de
Puelles (2001).



1.4 Areas sensoriais primarias no telencéfalo de aves

Devido a importancia do sistema visual e auditivo em corujas, queremos em
seguida resumir as mais importantes caracteristicas de areas sensoriais primarias e

suas principais vias e fontes de entrada no telencéfalo de aves.
1.4.1 Wulst visual

O Woulst visual é uma regido designada como uma elevacdo parassagital,
localizada dorsomedialmente nos hemisférios das aves (KARTEN et al, 1973;
PETTIGREW, 1979; REINER e KARTEN, 1983). Esta regidao, que em alemao
significa “protuberancia”, se estende medialmente do complexo hipocampal até a
valécula (Va), um sulco localizado lateralmente (SHIMIZU e KARTEN, 1990;
SHIMIZU et al., 1995). O tamanho relativo do Wulst visual parece relacionado a
orientacao da érbita e a largura do campo visual binocular, no qual érbitas oculares
mais frontais e consequentemente campos binoculares mais amplos refletem em
tamanho do Woulst relativamente maior (IWANIUK et al., 2008). Assim como ja
mencionado anteriormente, corujas representam um grupo de aves na qual esta
estrutura é particularmente bem desenvolvida (KARTEN et al., 1973; IWANIUK e
WYLIE, 2006; IWANIUK et al., 2008), e sua organizacao funcional parece, em varios
aspectos, semelhante ao cértex visual primario (V1) dos mamiferos (PETTIGREW e
KONISHI, 1976; PETTIGREW, 1979; NIEDER e WAGNER, 1999; MEDINA e
REINER, 2000; LIU e PETTIGREW, 2003; BARON et al., 2007; PINTO e BARON,
2009).

O Wulst visual é o principal alvo da via retino-talamo6foga em aves, que vai da
retina para o nucleo 6ptico principal do talamo (OPT), que se projeta finalmente para
o Wulst visual (KARTEN et al., 1973). A via retino-talamoéfoga é ao lado da via retino-
tectéfoga, uma das mais proeminentes ou desenvolvidas vias visuais para o0
telencéfalo (Fig. 2B), presentes em todos os seres amniotas (SHIMIZU e BOWERS,
1999). Estudos em diferentes espécies de aves (HUNT e WEBSTER, 1972;
KARTEN et al., 1973; MEIER et al., 1974; BRAVO e PETTIGREW, 1981) tém

delineado em detalhe a via retino-talaméfoga, que parte das células ganglionares da
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retina para o nucleo oOptico principal do talamo (OPT). O OPT de aves parece
comparavel ao nucleo geniculado lateral de mamiferos (GL; KARTEN et al., 1973;
GUNTURKUN e KARTEN, 1991). O GL pode ser subdividido em diversos
subnucleos, baseando-se nas propriedades citoarquiteténicas, imunoistoquimicas e
padrdo de distribuicido dos terminais vindos da retina (REPERANT, 1973; EHRLICH
e MARK, 1984; GUNTURKUN e KARTEN, 1991).

Citoarquitetonicamente, o Woulst visual de aves possui uma configuracéo
laminar (REINER e KARTEN, 1983; SHIMIZU e KARTEN, 1990; SHIMIZU et al.,
1995; MEDINA e REINER, 2000) que é particularmente bem desenvolvido em
corujas (KARTEN et al, 1973; PETTIGREW, 1979). Porém, durante o
desenvolvimento as camadas do Wulst visual de aves sdo formadas numa maneira
muito diferente (SZELE e CEPKO, 1996; STRIEDTER e BEYDLER, 1997) que as
camadas do neocortex de mamiferos. Também n&o existem neurdnios no Wulst
visual de aves que estendem seus dendritos, como tipicamente encontrada no
neocoértex de mamiferos, para outras camadas (PETTIGREW 1979; WATANABE et
al., 1983; TOMBOL e MAGLOCZKY, 1990). Assim, as camadas (sub-regides) do
Woulst visual de aves deveriam ser consideradas como pseudo-camadas (MEDINA e
REINER, 2000). As principais sub-regides compreendidas pelo Wulst visual sdo o
hiperpalio apical (HA), o nucleo intersticial do hiperpdlio apical (IHA), o hiperpalio
intercalado (HI) e o hiperpalio densocelular (HD; SHIMIZU et al., 1995; REINER et
al., 2004). No Wulst visual de aves, do mesmo modo que no cértex visual primaria
(V1) de mamiferos, podem ser distinguidas camadas de entrada e camadas de
saida (MEDINA e REINER, 2000). Assim, foi mostrado que em corujas (KARTEN et
al., 1973) e outras espécies de aves (BAGNOLI e BURKHALTER, 1983; MICELI e
REPERANT, 1985), particularmente o IHA e o HD recebem a maioria das entradas
vindas do OPT, enquanto o HA é a principal fonte de projecdes para alvos extra-
telencefalicos (KARTEN et al., 1973; REINER e KARTEN, 1983; MICELI et al., 1987;
WILD, 1992) e intra-telencefalicos (SHIMIZU et al., 1995; ALPAR e TOMBOL, 1998).
E importante ainda, ressaltar que além da informagdo visual do OPT, o Wulst
também recebe entradas da parte somatossensorial do tadlamo (WILD, 1987;
FUNKE, 1989b; KORZENIEWSKA e GUNTURKUN, 1990). Assim, estudos

eletrofisiolégicos e neuroanatémicos em corujas (WILD et al, 2008) e pombos
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(FUNKE, 1989a,b) mostraram que no poélo rostral do WULST existe uma pequena
area primaria somatossensorial assim como uma area motora (WILD, 1992; MEDINA
e REINER, 2000). Porém, os exatos limites entre os diferentes territérios no Wulst
rostral ainda ndo sdo completamente esclarecidos (MEDINA e REINER, 2000).

1.4.2 Entopalio

O entopdlio (E) € um nucleo visual talamorecipiente localizado dentro do
nidopalio (N) de aves, que apresenta morfologia e tamanho diferentes em
determinadas espécies (SHIMIZU e KARTEN, 1990). O complexo do E consiste de
um cerne (“core”) que é circundado nos seus aspectos laterais por uma estreita
camada de células menores (“belt”), chamada perientopalio (Ep). Anteriormente, os
exatos limites do E e Ep muitas vezes foram interpretados de modo errébneo (BRAUN
et al., 1985; HUSBAND e SHIMIZU, 1999), sendo recentemente definidos de modo
bastante convincente no mandarim e pombo (KRUTZFELDT e WILD, 2004, 2005). O
E é o principal alvo da via retino-tectéfoga (Fig. 2A) que projeta das células
ganglionares da retina primeiramente para as camadas superiores do tecto éptico
(TO) no mesencéfalo (RAMON y CAJAL, 1911; HUNT e WEBSTER, 1975). As
camadas profundas do TO se projetam para o tdlamo, onde a maior parte das
projecoes termina em distintas subdivisbes do nudcleo rotundus (Rt; BENOWITZ e
KARTEN 1976; KARTEN et al., 1997). O Rt projeta finalmente para o E (KARTEN e
HODOS, 1970; NIXDORF e BISCHOF, 1982, EGEDI e TOMBOL, 1993), onde a
grande maioria das fibras termina no cerne e uma pequena minoria no Ep
(KRUTZFELDT e WILD, 2004). A partir do E, sdo enviadas massivas projecdes para
o Ep, que, finalmente, projeta para diversas regides do N (HUSBAND e SHIMIZU;
1999). Além disso, foram descritas recentemente projecdes diretas do E para um
distinto ntcleo no mesopélio (M) e para o estriado lateral (LSt; KRUTZFELDT e
WILD, 2004, 2005). A via retino-tectéfoga parece muito mais proeminente que a via
retino-talaméfoga em aves com olhos laterais, como pombos e galinhas (SHIMIZU e
KARTEN, 1990; BISCHOF e WATANABE, 1997). Acredita-se que a via retino-
tectéfoga em aves seja homdloga a via coliculo-talamica em mamiferos (KARTEN e
REVZIN, 1966; KARTEN e HODOS, 1970; BUTLER e HODOS, 1996; SHIMIZU e
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BOWERS, 1999). As exatas funcbes da via retino-tectéfoga em aves ainda nao
estdo completamente esclarecidas (BISCHOF e WATANABE, 1997; WATANABE,
2003). Possivelmente, essa via esteja relacionada a estimulos visuais de
luminosidade, cor e movimentos, o que é indicado pela presenca de células
responsivas a estes estimulos presentes no Rt (WANG et al., 1993).

1.4.3 Field L

O Field L foi primeiro descrito por Rose (1914) como uma area com
citoarquitetura distinta localizada na parte caudomedial do N de aves. Karten (1967,
1968) revelou através de estudos de rastreamento neuronal em pombos que o Field
L se trata do principal alvo telencefédlico da via auditiva ascendente em aves (Fig.
2C). Nesta via, os nucleos cocleares enviam projegdes inicialmente para a porcéao
dorsal do nucleo mesencefalico lateral (MLd) contralateral, que € considerado
equivalente ao nucleo central do coliculo inferior de mamiferos (BOORD, 1968;
LEIBLER, 1975). O MLd, em seguida, projeta para o nucleo ovoidalis (Ov) e, em
menor propor¢ao, para o adjacente nucleo semilunar paraovoidalis (SPO) do talamo
(KARTEN, 1967). O Ov finalmente manda massivas projecbes para o Field L
(KARTEN, 1968). Investigacbes em outras espécies de aves como a galinha da
Guiné (BONKE et al., 1979a), o canario (KELLEY e NOTTEBOHM, 1979) e o
periquito (BRAUTH et al., 1987), confirmaram essa via, e esclareceram que o Field
L, consiste na verdade de trés subdivisdes distintas, designadas L1, L2, L3 (BONKE
et al., 1979a). Assim, foi esclarecido que L2 recebe a grande maioria das entradas
vindas do Ov, enquanto L1 e L3, localizadas dorsalmente e ventralmente a L2
respectivamente, recebem somente poucas entradas do Ov, porém massivas
entradas de L2 (BONKE et al., 1979a; WILD et al., 1993). L1 e L2 se projetam para
fora de Field L, com suas projecbes principalmente confinadas para o nidopélio
dorsal (Nd; BONKE et al., 1979a; WILD et al., 1993; METZGER et al., 1996, 1998).
Estas caracteristicas hodoldgicas sugerem equivaléncia entre L2 e o cértex auditivo
primario (A1), e as regides L1 e L3 equivalentes as areas auditivas secundarias de
mamiferos (WILD et al, 1993; METZGER et al., 1998). Estudos fisioldgicos
eletrofisiolégicos em galinhas (HEIL e SCHEICH, 1985; 1992) e corujas (COHEN e
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KNUDSEN, 1996) confirmaram que neurbnios da sub-regidao L2 dividem muitas
caracteristicas similares com neurdnios situados em A1 de mamiferos, indicando
que L2 é um processador geral da informacdo auditiva envolvido na analise e
processamento de sinais e pistas auditivas biologicamente relevantes (COHEN e
KNUDSEN, 1996).

Via tectoéfoga Via talaméfoga Via auditiva

Figura 2 - llustracdo esquematica das vias ascendentes retino-tectéfoga (A), retino-
talaméfoga (B) e da via auditiva ascendente (C) em aves. A e B foram
adaptados de Karten et al. (1973) e C de Reiner (2005).

1.5 Justificativa dos marcadores e técnicas usadas no presente estudo

1.5.1 DARPP-32

A DARPP-32 é uma fosfoproteina modulada por dopamina (DA) e monofosfato
ciclico de adenosina (AMPc), com um peso molecular de cerca de 32 kD (WALAAS
et al, 1983; OUIMET e GREENGARD 1990b). Estudos bioquimicos e
eletrofisiolégicos em camundongos nos quais a expressao do gene para DARPP-32
foi suprimida (“knockout’) tém mostrado que a DARPP-32 tem um papel chave em
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integrar vias de sinalizacdo intracelular ativadas pela dopamina e também outros
neurotransmissores como o glutamato (GREENGARD et al., 1998, 1999;
SVENNINGSSON et al., 2004). A distribuicao da DARPP-32 foi estudada através de
técnicas de imunoistoquimica no cérebro de ratos (OUIMET e GREENGARD,
1990a,b), primatas (BERGER et al., 1990; OUIMET et al., 1992) e aves (SCHNABEL
et al., 1997; DURSTEWITZ et al.,, 1998). Em todas as espécies examinadas, a
DARPP-32 demonstrou estar enriquecida em regides do cérebro que recebem
densas aferéncias dopaminérgicas e, em particular, em regides contendo receptores
do tipo D1. Quase tudo do que se sabe a respeito do papel fisiolégico da DARPP-32
€ proveniente de estudos “in vivo” e “in vitro” feitos em distintas estruturas dos NdB,
como o nucleo caudato-putamen onde a DARPP-32 é particularmente enriquecida.
De forma interessante, em mamiferos (OUIMET e GREENGARD, 1990a,b) e aves
(SCHNABEL et al., 1997; DURSTEWITZ et al., 1998), um padrao diferencial de
imunomarcacao para DARPP-32 tem sido descrito para os elementos estriatais e
palidais dos NdB. Outra caracteristica bastante explorada em estudos prévios sobre
a distribuicdo da DARPP-32 em areas paliais do cérebro de aves é a sua escassa
expressao em areas sensoriais primarias (SCHNABEL et al., 1997; DURSTEWITZ et
al., 1998, 1999; ABSIL et al., 2001). Devido a estas caracteristicas de distribuicao,
utiizamos a imunomarcacdo para DARPP-32, em particular, para delinear os

componentes dos NdB assim como &reas sensoriais primarias.

1.5.2 Tirosina Hidroxilase

A tirosina hidroxilase (TH) € uma enzima que participa da biossintese das
catecolaminas, e esta sujeita a um controle regulatério complexo. Sua atividade
pode ser modulada na via biossintética e sua sintese € controlada por fatores que
afetam o desenvolvimento e diferenciagdo de neurbnios simpéticos (LEVITAN e
KACZMAREK, 2002). A TH é a enzima essencial e limitante para a sintese de
dopamina (DA) e, portanto, esta presente em corpos celulares e axbnios de
neurdnios dopaminérgicos. Teoricamente, a TH também deveria estar presente em
neurénios e processos noradrenérgicos. Porém, estudos imunoistoquimicos em
mamiferos (NOACK e LEWIS, 1989) e aves (WYNNE e GUNTURKUN, 1995;
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KARLE et al., 1996; METZGER et al., 1996) tém mostrado, que no telencéfalo, a TH
€ um marcador altamente confiavel para fibras dopaminérgicas. Isso se mostra claro,
pois a imunoistoquimica, usando anticorpos contra a propria noradrenalina (MOONS
et al.,, 1995; METZGER et al, 2002) ou dopamina beta-hidroxilase (LEWIS e
MORRISON, 1989), a enzima essencial para a sintese de noradrenalina, resultou
em um padrao de imunomarcagado no telencéfalo muito menos intenso e também
diferente daquele utilizando anticorpos contra TH. Diversos estudos prévios em
mamiferos e aves tém mostrado que fibras TH positivas (+) sdo em particular
enriquecidas nas estruturas dos NdB. Desta forma, a imunomarcagéo para TH foi
frequentemente utilizada para delinear distintas estruturas dos NdB em aves
(KARLE et al., 1996; METZGER et al., 1996; REINER et al., 1998).

1.5.3 Proteinas ligantes de calcio

Proteinas ligantes de calcio (CaBPs) participam de uma série de sinais
intracelulares, podendo apresentar diversas funcoes. As CaBPs pertencem a uma
familia de proteinas de baixo peso molecular, que sdo caracterizadas por se ligarem
ao Ca** com alta afinidade (CELIO, 1990). Devido & capacidade tedrica de regular
os niveis intracelulares de Ca®', um papel chave para essas proteinas em
mecanismos de neuroprotecao foi postulado no passado. Porém, até hoje tal papel
nunca foi convenientemente provado, e o papel funcional dessas proteinas fica
ainda obscuro (HEIZMANN e HUNZIKER, 1991; HEIZMANN e BRAUN, 1992). Por
outro lado, anticorpos contra os membros das CaPBs parvalbumina (Parv),
calretinina (Calr) e calbindina (Calb) tém sido excessivamente utilizados no passado
em estudos imunoistoquimicos, para visualizar distintas estruturas ou até completas
vias funcionais (CELIO, 1990; ANDRESSEN et al., 1993). Devido sua capacidade de
delinear de modo eficientemente ndcleos e vias, e relevando ao mesmo tempo
muitos detalhes morfol6gicos de neurénios imunomarcados, anticorpos contra essas
trés proteinas também ja foram usados para caracterizar distintas estruturas no
telencéfalo de aves (BRAUN et al, 1985, 1991; ROBERTS et al, 2002;
KRUTZFELDT e WILD, 2005; SUAREZ et al., 2006; HEYERS et al., 2008). Porém, é

importante ressaltar que, diferentemente de estruturas como o hipocampo (FREUND
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e BUSZAKI, 1996; JINNO e KOSAKA, 2006) e os NdB (KAWAGUCHI, 1997;
TEPPER e BOLAM, 2004) em mamiferos, no telencéfalo de aves as CaPBs
parvalbumina, calretinina e calbindina ndo sao marcadores especificos de
interneurdnios (BRAUN et al., 1991).

1.5.4 Citocromo Oxidase

A citocromo oxidase (CO) é uma enzima respiratéria enddégena, cujo padrao
de reatividade esta ligado ao grau de atividade elétrica (WONG-RILEY et al., 1978;
WONG-RILEY, 1979). O grau da atividade da enzima respiratéria dentro de
mitocéndrias, marcada pela histoquimica da CO, se correlaciona com a atividade
elétrica de longo prazo dentro de um sistema sensorial. Porém, alteragdes da
atividade elétrica de curto prazo parecem nao interferir no padrdo da marcacdo CO
(HORTON e HUBEL, 1981). A presenca ou auséncia da atividade da enzima CO
tem sido utilizada em diversos trabalhos como uma forma eficiente para delimitar
anatomicamente areas telencefalicas sensoriais. No cérebro de diferentes espécies
de aves, a CO tem sido usada para delinear areas primarias visuais (HELLMANN et
al., 1995; KRUTZFELDT e WILD, 2004; KRUTZFELDT e WILD, 2005) e auditivas
(BRAUN et al., 1985; WILD et al., 1993).

1.5.5 Gallyas

O método para visualizacdo de fibras mielinizadas foi desenvolvido
primeiramente por Gallyas (1979), o qual é baseado na ligacdo de prata coloidal a
mielina, podendo ser observada na microscopia de luz. Esta técnica permite uma
intensa marcacdo, na qual até mesmo fibras mielinizadas muito finas podem ser
facilmente visualizadas. Este método foi posteriormente modificado por diversos
pesquisadores como Hess e Merker (1983), e estudos tém utilizado a marcacdo de
fibras mielinizadas para analisar diversas partes do encéfalo de diversas espécies
de animais, como aves (WAGNER et al., 2003; COHEN et al., 1998) e mamiferos
(HORTON e HOCKING, 1997; PISTORIO et al., 2006).
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6 CONCLUSAO

No presente estudo caracterizamos a neuroanatomia e neuroquimica dos
principais componentes de telencéfalo da coruja-da-igreja através de técnicas
histoldgicas, histoquimicas e imunoistoquimicas. Nossos resultados mostram que a
organizacdo dos nucleos da base nessa espécie é essencialmente semelhante
aquela em outras espécies de aves e que os componentes estriatais e palidais dos
ndcleos da base podem ser delineados através de seus distintos padrdes de
imunomarcacao para a fosfoproteina DARPP-32 e para tirosina hidroxilase (TH).

Todas as areas sensoriais primarias talamorrecipientes dentro do nidopalio,
como o entopalio visual, a sub-regido L2 do Field L auditivo € o nlcleo basorostral
palial trigeminal, foram caracterizadas pela quase auséncia de imunomarcacao para
DARPP-32, assim como pela alta atividade da enzima citocromo oxidase. O Field L
da coruja-de-igreja se mostrou extenso e seus diferentes componentes ocuparam
uma grande fracdo do N caudomedial.

O Waulst visual, o alvo telencefalico da via talaméfoga, se destacou como uma
regidao enorme com uma estrutura laminar pronunciada no dorso do cérebro. As
distintas pseudo-camadas presentes no Woulst foram delineadas com uma
combinacdo de métodos, incluindo a coloragdo de Nissl, ativacdo da enzima
citocromo oxidase, inervacao por fibras mielinizadas e imunomarcacao para DARPP-
32 e parvalbumina. Em contraste, o E, o principal alvo da via tectéfoga se revelou
bem menor.

Estes dados sugerem que a morfologia e neuroquimica dos nucleos da base
e de outros componentes telencefalicos da coruja-da-igreja sdo semelhantes
aquelas em outras espécies de aves. Contudo, o Wulst visual e também o Field L se
destacaram por seu enorme tamanho e grau de organizacao, refletindo no caso do
Woulst provavelmente a importancia da estereopsia global, e no caso do Field L a

importancia do sistema auditivo no comportamento de corujas.
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