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RESUMO

LOBATO, Muriele Nazareth. Identificacdo neuroanatémica de areas cerebrais relacionadas
a produgcao do canto em uma espécie de passaro Suboscine da amazoénia (Myiozetetes
cayanensis). 2017. 99 f. Tese (Doutorado em Neurociéncias e Comportamento) — Instituto
de Psicologia, Universidade de S&do Paulo, Sdo Paulo, 2017.

A comunidade cientifica, ao longo dos anos, comprovou aprendizagem vocal em trés
ordens de aves (papagaios, beija-flores e passeriformes oscines). Contudo, mais
recentemente, estudos feitos em trés espécies de Suboscines, Sayornis Phoebe, Procnias
tricarunculata e Chiroxiphia linearis revelaram a existéncia de um sistema rudimentar do
canto e/ou extensivas variagdes vocais quantitativas e qualitativas entre as populacbes
reprodutivas, sugerindo que estas espécies sdo capazes de aprender o seu canto. Esta
evidéncia incita a investigagdo de outras espécies de passaros Suboscines, visto que a
distincdo entre passaros aprendizes e nao-aprendizes vocais ndo € tao ébvia quanto se
pensava. Uma espécie de passaro Suboscines amazbnica, Myiozetetes cayanensis,
desperta 0 nosso interesse devido a complexidade estrutural do canto em dueto que pode
inferir alguma aprendizagem do canto. Com o intuito de identificar as regides de controle
da produgdo do canto nestes animais nos utilizamos diferentes técnicas de marcagao
celular coloragdo de Nissl, hibridizagao in situ radioativa e inje¢cao de tragadores neuronais;
ferramentas neuroanatémicas estas que nos forneceram pistas sobre a presenca de areas
cerebrais potencialmente envolvidas no sistema de controle do canto. Dos trés nucleos
envolvidos na produgédo do canto, conseguimos identificar apenas o nucleo hipoglosso -
porgao traqueosiringeal (NXIIts) e somente através da inje¢do do tragador neuronal CTB.
Identificamos o NXIlIts tanto em macho quanto em fémeas e ao quantificar os dados
verificamos que o volume deste nucleo é 2 vezes maior nos machos do que nas fémeas,
inferindo um possivel dimorfismo sexual. Ao compararmos o volume total de NXlIts entre o
nosso animal experimental e uma espécie de passaro Oscine, Taeniopigia guttata,
verificamos que este nucleo foi quase 2 vezes maior em Taeniopigia guttata machos e
fémeas. Nao foram identificados nucleos telencefalicos que se assemelhassem ao HVC e
ao RA de Oscines por meio de nenhuma das técnicas utilizadas, o que nos leva a concluir
que, em Myiozetetes cayanensis, nao haja sistema de controle do canto e que seu canto

seja inato.

Palavras-chave: sistema de controle do canto, produg¢ao do canto, Suboscines, NXllts, CTB.



ABSTRACT

LOBATO, Muriele Nazareth. Neuroanatomical identification of cerebral areas related to the
song production in a suboscine amazonian bird (Myiozetetes cayanensis). 2017. 99 f. Tese
(Doutorado em Neurociéncias e Comportamento) — Instituto de Psicologia, Universidade de
Sé&o Paulo, Sao Paulo, 2017.

Along the years vocal learning has been repeatedly demonstrated in three bird orders
(parrots, hummingbirds and the oscine songbirds). But recently some studies developed in
three spicies of suboscine birds, Sayornis Phoebe, Procnias tricarunculata e Chiroxiphia
linearis, demonstrated the existence of a rudmentary song system and/or extensive
qualitative and quantitative vocal variations between reproductives populations suggesting
that these species are capable of learning their songs. This evidence instigates the
investigation of other suboscine songbirds spieces, since the distinction between learning
and non-learning vocal birds is not that clear as thought. An amazon uboscine bird,
Myiozetetes cayanensis, has attracted our attention due to the structural complexity of its
duet song that may imply some vocal learning. Therefore, we tried to identificate the song
control regions in this animals by means of different technics: Nissl| staining, radioactive in
situ hibridization and injections of neural tracers; neuroanatomical tools that provided
important clues of cerebral areas implicated in the song system control. We identified only
one of the three nuclei involved in the controlling of song production, the NXIllts and only by
the injection of the neural tracer CTB. The NXllts was identified both in males and females.
When we quantified the data, we observed that the NXllts was 2 times larger in males than
in females, indicating a possible sexual dimorphism. We also compared the total volume of
NXIllts between our experimental animal and a oscine species, Taeniopygia guttata. The
volume of NXIIts was almost 2 times larger both in males and females of Taeniopigia guttata.
We didin’t identified any nucleus that guards some resemblence to the oscine’ HVC or RA
through none of the techniques that we tested. Therefore, we can assume that Myiozetetes
cayanensis have no song control system and that their song are inate.

Keywords: song system control, song production, suboscines, NXlIts, CTB.
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1 INTRODUGAO

1.1 APRENDIZADO VOCAL

Para que um individuo, uma espécie ou um ecossistema sobreviva, € essencial
que haja comunicagdo, sendo esta a base da vida social dos animais. E através da
comunicagao que os filhotes conseguem alimento de seus pais, que macho e fémea
interagem para reproducao da espécie e que os animais resolvem suas disputas sem
contato direto. Para isto faz-se necessaria, além da presenga de um emissor e de um
receptor, a existéncia de um sinal de comunicag¢ao que pode ser de natureza variada,
principalmente sonora, visual ou quimica (DAWKINS, 1989; BRADBURY e
VEHRENCAMP, 1998; VIELLIARD, 2005).

A capacidade de ouvir sons e gerar uma resposta comportamental, motora e/ou
de vocalizacao tem sido estudada por décadas em diferentes animais. O fendtipo de
aprendizado vocal, como sinénimo de aprendizado de produc¢ao vocal, caracteriza-se
pela habilidade sensorio-motora de memorizar e imitar um modelo auditivo. Sabe-se
qgue tanto seres humanos quanto passaros canoros siao conhecidos como “aprendizes
vocais”, pois se criados em isolamento, desenvolvem vocalizagdes anormais
(MARLER e TAMURA, 1964; FROMKIN et al., 1974).

Uma série de experimentos demonstraram evidéncias de aprendizado vocal
em poucos grupos de vertebrados: baleias e golfinhos (Cetacea); focas, morsas e
ledes-marinhos (Pinipedes); em morcegos (Chriroptera); em primatas nado-humanos
e em humanos (PAYNE e MCVAY, 1971; RICHARDS et al., 1984; ESSER, 1994;
JANIK, 2000; CROCKFORD et al., 2004; COLLEN e CASSEY, 2014); em passaros
Oscines (Passeriformes), beija-flores (Apodiformes) e papagaios (Psittaciformes)
(FIGURA 1) (THORPE, 1958; BAPTISTA e SCHUCHMANN, 1990; JARVIS et al.,
2000). De todos os animais estudados, os passaros canoros receberam maior atengao
por parte da comunidade académica em virtude da sua grande diversidade de
espécies, oferecendo um rico material para estudos comparativos sobre o
aprendizado vocal (WILBRECHT e NOTTEBOHM, 2003; POIRIER et al, 2008).
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Figura 1 — Arvore das familias das aves

a
uthioniformes (Cstrich)
l_’l:;:anilotmes {Tinamous)
uthioniformes (Rhea)
r—Anseriformes (Ducks, Geese)
pra— L—Galliformes (Chickens, Quails)

enicoptenformes {Flamingos)
Columbiformes (Pigeons)
Phaethontformes (Tropic birds)

— bitterns
Caprimulgiformes (Nightiars )
diformes (Swifts)
Trochiliformes * (beija-flores)

— _EGmllormes (Cranes)
Cuculiformes (Cuckoos)

EMW’ rmes (Taracos)
Pelecaniifermes (Pelecans)
Procellariformes (Petrels)

Charadriifcrmes (Plovers)

Coraciiformes (Kingfishers)
Piciformes (Weedpeckers)
Falconiae (Falcons)

sittaciformes * (papagaios)
aseriformes (Suboscine songbirds)
Passeriformes « (oscines)

* Grupos com aprendizado vocal

FONTE: Figura adaptada de JARVIS e PETKOV (2012) e http://www.birdforum.net/.
Legenda: (a) Arvore das familias de aves, evidenciando com asteriscos os grupos com aprendizado
vocal. Representantes dos grupos de aves com aprendizado vocal: (b) beija-flores, Calypte anna; (c)
papagaios, Amazona aestiva; (d) zebra finch, Taeniopygia guttata (oscines).

A aquisicdo de um aprendizado vocal em humanos e passaros canoros
requereu o desenvolvimento de um complexo sistema de hierarquia entre areas
neurais encefalicas, no qual os centros motor e auditivo interagem mutuamente para
produgdo do som (DOUPE e KUHL, 1999; WILBRECHT e NOTTEBOHM, 2003;
JARVIS, 2004; MONEY, 2009; AKUTAGAWA e KONISHI, 2010).

O aprendizado do canto por passaros canoros exerce, até certo grau, um
paralelo com o aprendizado da fala em humanos (MARLER, 1970; DOUPE e KUHL,
1999) e por esta razdo € um campo de estudo da neurociéncia em vasto crescimento.

Os principais centros neuronais envolvidos no aprendizado e na produgao do canto
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tém sido identificados e caracterizados fisiologica e histologicamente durante as

ultimas cinco décadas. Brenowitz e colaboradores (1997) destacam as vantagens de

se estudar o sistema do canto de passaros como modelo para identificacdo de

mecanismos neurais que fazem parte de comportamentos biologicamente relevantes:

O canto é um comportamento aprendido e controlado por circuitos neurais

discretos;

Ha distintas fases no desenvolvimento do canto, com janelas sensoriais bem

definidas;

O canto é o produto de sistemas motores estereotipados, com nucleos pré-

motores e motores organizados hierarquicamente;

O comportamento do canto, bem como os circuitos neurais envolvidos para sua

produgao, sao sexualmente dimorficos na maioria das espécies;

Hormoénios esteroides tém grande efeito no desenvolvimento e fungdo dos

circuitos neurais, bem como no dimorfismo do canto;

Ocorre plasticidade do sistema do canto em animais adultos, incluindo

neurogénese e mudancas sazonais de morfologia.

1.2 O CANTO

O canto das aves é definido como um sinal de comunicagao sonora que

contém a informagao de reconhecimento especifico (VIELLIARD, 1987). Na maioria

das espécies o pico de atividade do canto esta associado a reproducdo. Durante este

periodo, os machos, principalmente, costumam cantar por horas na tentativa de atrair

fémeas para o seu territorio; outra fungédo importante do canto € a aquisicdo e defesa
do territério contra um invasor (CAREW, 2000; NOWICKI e SEARCY, 2004;
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BEECHER e BRENOWITZ, 2005; CATCHPOLE e SLATER, 2008; CLAYTON et al.,
2009).

O canto determinado geneticamente (inato) apresenta sinais simples e
estereotipados. Este tipo de canto € fixo e mantido desta forma garante a
especificidade da mensagem e sua transmissdo de uma geragao a outra. Estudos
demonstram que a transmiss&o do sinal sonoro é realizada mesmo na auséncia de
um modelo, como se verifica em experimentos de criagdo de espécies que foram
mantidas em isolamento acustico e que desenvolveram um canto normal. Este € o
caso das aves das familias Columbidae (pombas, rolas e juritis), Tinamidae (macucos
e inhambus) e talvez da maioria dos passaros nao-Passeriformes (tucanos e gargas,
por exemplo) e dos Passeriformes Suboscines (bentivizinho-de-asa-ferruginea,
chocas e cricrid, por exemplo) (SILVA, 1995; VIELLIARD, 1997; VIELLIARD, 2005).

Em diversas aves, somente o canto determinado geneticamente ndo é
suficiente para tornar o canto funcional, sendo necessaria a complementacéo do canto
inato com o canto aprendido. Em outras palavras, para que o canto de certas aves
seja funcional, isto &, para que haja reconhecimento interespecifico, &€ necessario que
o filhote, em sua fase receptiva, escute o canto correto para que, na fase adulta, possa
emitir sons reconheciveis por seus congéneres. Caso isto ndo ocorra, ele sera
socialmente eliminado por ser incapaz de defender um territério ou atrair um parceiro
sexual (VIELLIARD, 1987; JARVIS et al., 2000).

O canto aprendido pode atingir uma enorme complexidade, podendo
apresentar possibilidades ilimitadas de variagéo pela incorporagao de sons imitativos
(imitagdo) ou pelo sequenciamento diversificado dos elementos sonoros
(versatilidade) (VIELLIARD, 1997; SILVA, 2001). Apesar do canto, na maioria das
espécies, ser uma caracteristica restrita dos machos, ha evidéncias de que as fémeas
de muitas espécies, principalmente nos tropicos, também cantem de forma
sincronizada ou hdo com os machos por diversos motivos, tais como defesa territorial
e coordenagao de atividades reprodutivas (SLATER e MANN, 2004; BEECHER e
BRENOWITZ, 2005; RIEBEL et al., 2005; GEBERZAHN e GAHR, 2011; GEBERZAHN



22

e GAHR, 2013; LOBATO et al, 2015).

A ontogénese do canto aprendido é dividida em trés fases. Na fase inicial,
sensorial, o passaro jovem deve ouvir, normalmente, o canto de outros machos da
mesma espeécie, para que a memoria auditiva do canto seja estabelecida; nao
ocorrendo pratica vocal durante este periodo. A segunda fase é a sensdério-motora,
caracterizada pela tentativa de conversao da memdria auditiva em padrdo motor, isto
€, 0 passaro jovem passa a praticar o canto e tenta ajustar o que vocaliza com o canto
que fora memorizado na fase anterior (feedback auditivo). Finalmente, a terceira fase
denomina-se cristalizacéo e corresponde a transi¢cao da fase sensorio-motora para o
canto cristalizado (versao estereotipada do modelo sensorial ao qual foi exposto na
primeira fase), possibilitando o reconhecimento interespecifico (KONISHI, 1985;
CAREW, 2000) (FIGURA 2).
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Figura 2 - Fases e estagios do desenvolvimento do canto
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FONTE: LOBATO, 2011.

Legenda: (A) Tico-ticos da Califérnia, tipicamente, apresentam duas fases bem definidas, sensorial e
sensorio-motora, que levam a cristalizagdo do canto; para esses passaros o periodo critico determina
o fim da fase sensorial. (B) em zebra finches; as fases sensorial e sensério-motora se sobrepdem até
o periodo critico (60 dias), quando o canto comega a se cristalizar. (C) em passaros que sao capazes
de aprender durante toda a vida, como os canarios, ha uma sobreposi¢cao significativa das fases
sensorial e sensorio-motora e o canto se cristaliza durante a primavera, periodo reprodutivo.
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Outra caracteristica interessante relacionada ao canto refere-se ao fato de
entender como as aves usam o ar para a respiracao e para a vocalizagdo. O ato de
cantar deve ser precisamente coordenado com a respiracdo. Essa coordenacgao é
promovida por centros superiores e € essencial, pois a produgdo sonora sO ocorre
durante a expiracdo (CAREW, 2000).

O ¢6rgao vocal das aves é a siringe, a qual € uma especializagao da jungao
entre a traqueia e os bronquios primarios. Sua estrutura anatdmica é altamente
variavel entre as espécies e por este motivo tem sido bastante utilizada como
caracteristica para diferenciagdo de espécies em analise filogenéticas (KING, 1989;
PRUM, 1992). A porcao luminal do esqueleto da siringe € coberta por tecidos ricos em
fibras de colageno e elastina e por glicosaminoglicanos (RIEDE e GOLLER, 2010).
Esses tecidos formam, em nivel dos semi-anéis brénquicos, a membrana
timpaniformis interna, cuja vibragdo durante o fluxo expiratorio produz o som
(CATCHPOLE e SLATER, 2008; RODERICK e ZOLLINGER, 2008) (FIGURA 3).
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Figura 3 - Anatomia da siringe de um zebra finch.

FONTE: Figura adaptada de FAUNES et al (2017).

Legenda: a siringe é uma estrutura bipartida com dois geradores de som controlados
independentemente. (A) Representagdo esquematica dos elementos 6sseos da siringe. (B)
Representacdo esquematica da musculatura siringeal e sua inervagcdo. Nomes anatdmicos: Tr,
traqueia; Tim, timpano (fusdo da traqueia com os anéis de cartilagem brénquica); B1, B2, B3, semi-
anéis brénquicos 1, 2 e 3; Pes, pessulo; ts, por¢éo traqueosiringeal do nervo hipoglosso; MET, musculo
esternotraqueal; MIS, musculo intrinseco da siringe.

Na parte externa do esqueleto da siringe existem varios pares de
musculos que podem se originar ou se inserir na traqueia, semi-anéis bronquicos ou
cartilagem brénquica e que sao capazes de modificar a tensdo e o grau de adugao
da membrana timpaniformis, modulando, portanto, as frequéncias acusticas
produzidas. Ainda existem os musculos siringeais intrinsecos, com origem e insergéo
na siringe (KING, 1989) e os musculos siringeais extrinsecos, que conectam a siringe
a outras estruturas, como o esterno. Em passaros canoros, acredita-se que estes
dois grupos musculares sejam responsaveis por estabilizar a siringe durante a
produgéo do canto (GOLLER e SUTHERS, 1996; DURING et al., 2013; FAUNES et
al, 2017).
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A siringe é uma estrutura altamente inervada. O nervo traqueosiringeal se
projeta rostro-caudalmente ao longo de ambos os lados da traqueia, e ao atingir a
siringe, origina varios ramos que invadem os musculos siringeais (FIGURA 3).

1.3 VIAS DE CONTROLE DO APRENDIZADO VOCAL

Em passaros com aprendizado vocal, memorizagao e produg¢ao do canto
sdo controladas pelo sistema de controle do canto. Este sistema € constituido por
estruturas neurais interconectadas envolvidas em dois circuitos principais: via vocal
posterior (SMP, song motor pathway) ou motora relacionada a produgao do canto e
via vocal anterior (AFP, anterior forebrain pathway) necessaria ao aprendizado vocal
e plasticidade (KONISHI, 1985; CAREW, 2000; NOTTEBOHM, 2005; CLAYTON et
al., 2009; MONEY, 2009; WANG et al., 2009; AKUTAGAWA e KONISHI, 2010)
(FIGURA 4).

Figura 4 - Desenho esquematico do sistema do canto das aves.
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Dopaminérgicos

Musculos
Respiratério

Siringe

FONTE: Figura adaptada de BRAINARD e DOUPE (2002).

Legenda: Via de producéo do canto (setas em preto); via de aprendizagem vocal (setas em vermelho);
via auditiva (setas em verde).
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A via motora é responsavel pela produgao do canto e € formada por trés
nucleos cerebrais maiores com representagdes bilaterais: nucleo HVC (nome préprio),
nucleo robusto do arcopalio (RA) e a porgao traqueosiringeal do nucleo hipoglosso
(nXIllts). O HVC se projeta para o RA, que envia proje¢des para o nXllts, e que, por
sua vez, manda seus axdnios para os musculos da siringe. A atividade neuronal do
HVC e do RA sao sincronizadas com a produgao do som pela siringe (VICARIO, 1991;
MARGOLIASH, 1997). O RA também envia conexdes para o nucleo retro e para-
ambiguo (RAmM/PAm), no tronco encefalico, responsavel pela respiragdo, havendo

assim, um perfeito sincronismo entre vocalizagao e respiragao (FIGURA 5).
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Figura 5 — Representagao simplificada do sistema de controle do canto.
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FONTE: figura adaptada de SCHMIDT e ASHMORE (2008).

Legenda: o controle vocal é coordenado por um circuito especializado chamado de “via descendente
motora do canto” (mostrada em cinza claro). O nucleo HVC (usado como nome préprio) encontra-se
no topo deste circuito e se projeta para o nucleo RA (nucleo robusto do arcopalio), o qual é
funcionalmente dividido em duas partes: a progdo ventral (RAv) que projeta para a porgao
traqueosiringeal do nucleo hipoglosso (nXIlIts) no tronco encefalico; e a porgao dorsal (RAd) que envia
conexdes para os nucleos do tronco encefalico que fazem parte da rede vocal-respiratéria (RAm, PAm
e DM) (mostrada em cinza escuro). O nXllts contem motoneurdnios que inervam a siringe. O RAm
projeta para os motoneurdnios expiratorios nas regides toracia inferior e lombar superior da medula
espinhal, enquanto que o PAm projeta para os motoneurdnios inspiratérios nas regidées braquial inferior
e toracica superior da medula espinhal. Além de ser parte formadora da via descendente motora, o
HVC, que é composto por trés diferentes tipos de células (X, | e RA), também projeta para a via vocal
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anterior e recebe input auditivo do ndcleo NIf. A via vocal anterior, composta pelos nucleos Area X,
DLM e LMAN, nao é necessaria para a produgao do canto, contudo desempenha um papel importante
no aprendizado e manutengédo do canto. Note que enquanto o HVC esta a apenas 3 a 4 sinapses
distante da musculatura de produgédo do canto, ele estd a pelo menos 8 ou 9 sinapses distante da
coclea (representado pelas setas na via auditiva ascendente). Nomes anatémicos: DLM, por¢do medial
do nucleo taldmico dorsolateral; LMAN, nucleo magnocelular lateral do nidopalio anterior; Campo L € a
primeira estrutura auditiva do telencéfalo em passaros; Area X, area X do estriato medial; NIf, ntcleo
interfacial do nidopalio; RAm, nucleo retro-ambiguo; PAm, nucleo para-ambiguo; DM, nucleo
dorsomedial do complexo intercolicular.

A via motora foi descrita no estudo inaugural de Nottebohm e colaboradores
(1976), em que foram feitas lesdes nos trés nucleos participantes deste circuito (HVC,
RA e NXIIts) causando deterioragdo do canto em passaros adultos; no HVC, por
exemplo, lesdes tanto no hemisfério direito quanto no hemisfério esquerdo alteravam
a amplitude das notas, além de diminuir o tamanho do repertorio do canto da ave
testada. Em experimento controle lesdes foram feitas em qualquer outro nucleo, sem

alterar o canto.

Ja a via vocal anterior, por sua vez, compreende um conjunto de conexdes
entre um nucleo vocal no nidopalio, nucleo magnocelular lateral do nidopalio anterior
(LMAN), um nucleo vocal no estriato, area X, ambos localizados rostralmente no
telencéfalo, e a porgdo medial do nucleo talamico dorsolateral (DLM) no talamo. A
area X recebe conexdes do HVC e se projeta para o DLM, que por sua vez, projeta-
se para o LMAN; este, por fim, converge a via motora através do nucleo RA. Esta via
desempenha um papel fundamental na aprendizagem sensorial e no feedback
auditivo. (KONISHI, 1985; BRENOWITZ et al, 1997; CAREW, 2000; NOTTEBOHM,
2005; CLAYTON et al, 2009; WANG et al, 2009) (FIGURAS 4 e 5).

Um dos trabalhos pioneiros a respeito da fungéo da via prosencefalica anterior
foi o desenvolvido por Sara Bottjer e colaboradores (1984), que descobriram que
lesbes no LMAN em zebra finches jovens alteravam significativamente o canto destes
animais na fase adulta, os quais passavam a reproduzir apenas uma ou duas notas
extremamente anormais, em baixa amplitude e sem modulacéo de frequéncia; e que
o tamanho deste nucleo era maior quando os animais estavam aprendendo a cantar,
quando comparado ao periodo em que o canto destes animais comecava a se

cristalizar; porém, as mesmas lesées em adultos, n&o alterava o canto de modo
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significativo. Através destes resultados, pode-se concluir que o LMAN é responsavel
por transmitir o feedback auditivo necessario para a aprendizagem do canto e por
manter a plasticidade no RA, sendo, portanto, essencial para o aprendizado do canto,
mas nao para sua manutencao. Estudos subsequentes mostraram que lesdes na area
X e DLM também causavam o mesmo efeito (CAREW, 2000).

Ha ainda um terceiro circuito, a via auditiva, responsavel pelo processamento
auditivo, importante para o reconhecimento do canto (PRATHER e MOONEY, 2004)
(FIGURAS 4 e 5). Nesta pesquisa sera dada énfase ao primeiro circuito, pois seus

nucleos sao objetos de estudo deste trabalho.

1.4 DIMORFISMO SEXUAL NAS AREAS NEURAIS QUE CONTROLAM O CANTOE
SUA REGULACAO HORMONAL

Dimorfismos sexuais nas areas neurais que controlam o canto sao
correlacionadas com o volume dos nucleos que compdem o sistema do canto e
envolvem estimulos hormonais (CAREW, 2000; SMALL et al., 2015).

Varios estudos foram realizados em zebra finches e em outras espécies da
ordem Oscines, em que apenas o macho canta, e foi observado que varios nucleos
do sistema do canto, como HVC, RA, nXllts, e LMAN, possuem maior volume em
machos do que em fémeas. A maior diferenga da-se no HVC, que € aproximadamente
seis vezes maior em machos. Todos estes nucleos ja podem ser identificados por
microscopia Optica aos 10 dias de vida. Em machos, o HVC, o RA e a area X comegam
a crescer durante a primeira semana pdés-eclosao, enquanto o LMAN decresce por
volta dos 20 dias em machos e 30 dias nas fémeas (NOTTEBOHM e ARNOLD, 1976;
KONISHI e AKUTAGAWA, 1985; BOTTJER et al., 1985; WILLIAMS, 1985; NORDEEN
e NORDEEN, 1988; NIXDORF-BERGWEILER, 1996; CAREW, 2000; LOBATO et al,
2015).

Em Oscines, niveis altos de testosterona, além de regularem parcialmente o

comportamento de canto por meio da ativacdo dos nucleos do sistema do canto,
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também regulam a sazonalidade do canto e contribuem para o processo de
aprendizagem vocal. Assim, pode-se afirmar que, nessas aves, o sistema de controle
do canto € uma rede especializada sensitiva a esteroides, com a maioria dos seus
nucleos expressando receptores andrégenos, sendo que HVC, RA e Area X também
expressam receptores estrogenos (METZDOREF et al, 1999; GAHR, 2001; FUSANI et
al., 2003; SMALL et al., 2015). Quando estimulado por testosterona, o HVC cresce
rapidamente devido principalmente ao aumento da quantidade de neurdnios que
migram e que sao incorporados ou que tem maior sobrevivéncia na regido deste
nucleo (RASIKA et al., 1994; YAMAMURA et al., 2011). O crescimento do RA, embora
menor e mais lento do que do HVC, é devido ao aumento do tamanho dos neurdnios,
com taxa de recrutamento constantes e possivelmente proliferacdo celular induzida
por testosterona (THONPSON e BRENOWITZ, 2005; BARKER et al., 2014).

A expressao desses receptores € semelhante em ambos 0s sexos, com
excecdo das espécies cujas fémeas nao cantam, pois estas apresentam pouca ou
nenhuma expressao de receptores hormonais (GAHR, 2001; METZDORF et al, 1999).
Um estudo de Gurney e Konishi (1980) demonstrou que uma fémea de zebra finch,
que normalmente ndo canta passou cantar ao ser tratada com testosterona e seus
nucleos tornaram-se maiores quando comparados com os das fémeas nao tratadas,
provando que ha mecanismos hormonais envolvidos na producédo do canto e que a
via de esteroides € o mecanismo primario que medeia o crescimento dos nucleos
(BRENOWITIZ, 2004).

1.5 MARCADORES DE NUCLEOS DE CONTROLE DO CANTO

Os nucleos cerebrais de controle do canto podem ser visualizados por técnicas
histologicas como Nissl (FIGURA 6)
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Figura 6 — Nucleos do sistema do canto em zebra finch

FONTE: Figura adaptada de http://www.zebrafinchatlas.org/.

Legenda: corte sagital do cérebro de um zebra finch corada por Niss| evidenciando alguns dos nucleos
envolvidos no controle do canto. A direita, aproximagdes dos nucleos indicados, em maior aumento, no
painel a esquerda.

Experimentos de hibridizagao in situ realizados em zebra finch e canarios
identificaram varios genes, dentre eles, a parvalbumina (PVALB) e o regulador 4 de
sinalizagcéo de proteina G (RGS4), como genes super expressos nos nucleos HVC,
RA, LMAN e Area X (LI et al., 2007). A proteina ligadora de calcio PVALB é expressa
especificamente ao longo da via vocal posterior ou motora em todas as aves com
aprendizado vocal, sugerindo-se que o canto requer extra sinalizagao de calcio (Li et
al. 2007; JARVIS e PETKOV, 2012) (FIGURA 7). Outro gene muito utilizado na
hibridizagdo in situ para identificacdo dos nucleos de controle canto é o receptor
androgeno (AR).
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Figura 7 — Hibridizacao in situ em secgbes de cérebro de zebra finch e canario

Parvalbumin

FONTE: figura adaptada de Li et al. (2007).

Legenda: (a,c) Parvalbumina e (b, d) RGS4 sdo genes expressos em altos niveis em nucleos de canto

de machos adultos de zebra finch (a, b) e canario (c, d). FONTE: figura adaptada de Li et al. (2007).
Outras técnicas bastante utilizadas na identificagdo dos nucleos que compdem

0 sistema do canto sdo a injegao de tragador neuronal e a imunohistoquimica

(FIGURA 8).
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Figura 8 — Imunofluorescéncia contra subunidade B da toxina colérica (CTB) no tronco
encefalico de um zebra finch apos injegdo do tragador neuronal CTB na porgéo
traqueosiringeal do nervo hipoglosso

nXll ts

FONTE: figura adaptada de FAUNES et al. (2017).

Legenda: (A) Fotomicrografia confocal de uma secgéo coronal evidenciando nucleo nXllts relacionado
a produgéo do canto corado através de imunohistoquimica contra CTB (magenta). Escala = 100 ym.

16 A ESPECIE MYIOZETETES CAYANENSIS NO CONTEXTO DESTA
INVESTIGACAO

A familia Tyrannidae faz parte do grupo Passeriforme (Suboscines) e congrega
um dos grupos mais diversificados de aves do mundo, sendo, no Brasil, os passaros
que mais se veem e ouvem. Os tiranideos se adaptaram a diferentes nichos
ecoldgicos (SICK, 1997). Entre as espécies da familia Tyrannidae esta o Myiozetetes

cayanensis, popularmente conhecido como bentevizinho-de-asa-ferruginea.

Esta espécie possui 17,5 cm, lados bem anegrados na cabega, bem como faixa
amarela ou alaranjada no pileo e bordas nitidamente ferrugineas das rémiges e das
retrizes (SICK, 1997) (FIGURA 9). Ocupa areas de florestas, capoeiras, cerrados e
matas de galeria, alimentando-se de frutos e insetos. No Brasil, € facilmente
encontrado nos estados do Mato Grosso, Goias, Minas Gerais, Para e Maranh&o
(CARVALHO, 1960; SICK, 1997).
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Figura 9 — Foto do Myiozetetes cayanensis.

Fonte:http://www.photoaves.com/cache/multithumb_thumbs/b_0_0_0_10_images_av
es_tyrannidae_tyranninae_bentevizinho-de-asa-ferruginea.jpg

Estudos preliminares desenvolvidos por pesquisadores do Laboratério
Ornitologia e Bioacustica da Universidade Federal do Para (LOBio), demonstraram
que machos e fémeas cantam em dueto, alternando seu canto. Tal dado sugere que
esta espécie também possua alguma forma de aprendizado temporal do canto (dados
nao publicados). Além disso, observou-se que o Myiozetetes cayanensis emite sinais
sonoros complexos. Todas estas evidéncias apontam para existéncia de aprendizado
vocal nesta espécie, dai nosso interesse em estudar de forma mais detalhada a

neuroanatomia do cérebro deste passaro.

1.7 OBJETIVOS

1.7.1 Objetivo Geral

Estudar a organizagdo morfologica do sistema do canto de passaros machos e

fémeas adultos da espécie Myiozetetes cayanensis.



36

1.7.2 Objetivos Especificos

Identificar os nucleos relacionados a producdo do canto através de
cortes histologicos corados pelo método de Nissl, hibridizagdo in situ
radioativa e através de injegao de tragador neuronal;

Mensurar area e calcular volume dos nucleos em machos e fémeas das
espécies estudadas no animal adulto para averiguar a existéncia de

dimorfismo sexual.

Verificar se ha diferenca nas medidas de area e volume dos nucleos
cerebrais estudados quanto a utilizacdo do método dos diferentes

meétodos selecionados para a realizacdo desta pesquisa;

Comparar as areas envolvidas na produgao do canto, do ponto de vista
morfolégico, do Myiozetetes cayanensis com o zebra finch (Taeniopygia
guttata), espécie de passaro Oscine amplamente descrito na literatura.
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2 JUSTIFICATIVA

A comunidade cientifica, ao longo dos anos, tem tomado como verdade que os
Suboscines diferem dos Oscines por ndo serem capazes de aprender vocalizagdes.
O que corrobora tal hipotese € a auséncia de dialetos vocais (variagao geografica e
entre populagdes do canto). Além do mais, experimentos de isolamento acustico em
trés espécies de Suboscines (Empidonax trailii, Empidonax alnorum, Sayornis phoeb)
demonstraram que seus cantos permanecem inalterados na fase adulta (canto inato)
(KROODSMA, 1984, 1985; KROODSMA e KONISHI, 1991). Investigacoes
neuroanatdbmicas demonstraram que Suboscines ndo possuem 0s nucleos

prosencefalicos relacionados ao aprendizado do canto (GAHR et al., 1993).

Entretanto, estudos recentes desenvolvidos em duas espécies de Contigidae
(passeriforme Suboscine) revelaram a existéncia de extensivas variagbes vocais
(dialetos) quantitativas e qualitativas entre as populagdes reprodutivas, indicando que
esta espécie é capaz de aprender seu canto (KROODSMA, 2005; SARANATHAN et
al., 2007) Outros estudos em representantes deste grupo, tais como em Procnias
tricarunculata (araponga), Syornis Phoebe e Willisornis poecilinotus (rendadinho)
mostraram indicios de regides cerebrais possivelmente envolvidas no controle do
canto (SARANATHAN et al., 2007; LIU et al., 2013; LIMA et al., 2015).

Esta evidéncia incita a investigacdo de outras espécies de passaros
Suboscines, visto que a distincdo entre passaros aprendizes e ndo-aprendizes vocais
nao € tao obvia quanto sugerido. Assim, o presente estudo, além de fornecer a base
metodologica para estudos neuroanatdémicos posteriores de aves amazobnicas e
tropicais, contribui como um subsidio neurobiolégico importante para estudos eto-
ecologicos, ajudando a compreender o complexo processo de desenvolvimento do

canto nas aves.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Para o mapeamento das areas cerebrais relacionadas ao canto utilizamos, 20
animais da espécie Myiozetetes cayanensis. Desses 20 espécimes, 10 foram
utilizados para o estudo através de Nissl e de hibridizacao in situ (ISH) (5 machos e 5

fémeas); os 10 restantes foram destinados ao estudo através de neurotragadores.

A captura dos animais foi feita em uma area de Floresta Tropical Umida no
municipio de Santa Barbara (a 50km da cidade de Belém-PA), bem como na
Universidade Federal do Para (UFPA), areas onde a espécie em questdo é
abundante; preferiu-se realizar as coletas em locais diferentes para que a populagao
de determinada area nao fosse extinta. Para coleta foi utilizada uma rede de neblina,
para onde os passaros foram atraidos através da emissao do canto especifico da
espécie (playback) (equipamento de reprodugéo de som com alto-falante FOXPRO
SCORPION X1A) (FIGURA 10). Apos captura, os animais foram transportados até o
laboratério de campo no Gunma, em Santa Barbara ou até o laboratério de
Neurobiologia da UFPA em bolsa de transporte com bloqueio da luz solar a fim de

minimizar qualquer possivel estresse n&o intencional causado pelo transporte.

Uma vez capturadas, as aves tiveram dois fins: morte por decapitacdo para
extragdo do cérebro ainda fresco e posterior congelamento imediato do mesmo,
meétodo este necessario a aplicagao da técnica de hibridizacao in situ radioativa; ou
foram submetidas a cirurgia para injecdo de tragador neuronal e perfundidas apos
tempo de sobrevida.

Todos os animais foram obtidos mediante autorizagéo do Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente (IBAMA) (Licenca permanente para coleta de material zooldgico
namero 30319-1) e todos os procedimentos experimentais foram realizados em
concordancia com as normas nacionais alemas e aprovados pelo Governo da Alta

Bavaria, bem como pelo Comité de protecao e cuidado aos animais do Instituto Max-
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Planck, Alemanha e pelas Comissdes de Etica no Uso de Animais da Universidade de
Sao Paulo (CEUA n° 2585040517) e da Universidade federal do Para (CEUA n°
7696310817).

Figura 10 — Rede de neblina utilizada para captura das aves utilizando a técnica de
Playback

-~

Fonte: Foto realizada na Universidade Federal do Para durante coleta de campo em
julho de 2015.

Legenda: area circundada pelo tracejado em vermelho corresponde a rede de neblina que é
confeccionada em linha de nylon. O passaro ¢é atraido para esta rede com o auxilio do equipamento de
som que é posicionado proximo a rede (asterisco em preto) camuflado com folhas de arvore.

3.2 INJEGAO DE TRACADOR NEURONAL

Na tentativa de identificar as areas cerebrais relacionadas a produgao do canto
na espécie Myiozetetes cayanensis langamos mao da técnica de injecdo de tragcador

neuronal retrégrado in vivo.

Apos estudo piloto em Zebra finch, bem como pesquisa de literatura (BOTTJER
et al, 2000; WILD e SUTHERS, 2000; HAYASHI et al, 2007; WILD e KRUTZFELDT,
2012), os tracadores neuronais escolhidos para teste em Myiozetetes cayanensis
foram Dextrana biotinilada 3.000 MW (BDA 3.000, Molecular Probes), o Fast Dil
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(D3899, D7756, Molecular Probes) e a subunidade beta da toxina colérica (CTB,

Sigma Aldrich) por servirem ao propésito desta pesquisa.

A Dextrana biotinilada (BDA) é um polissacarideo hidrofilico caracterizado por
seu alto peso molecular, boa solubilidade em agua, baixa toxicidade e relativo poder
de reagao, tornando a dextrana conjugada um tragador em longo prazo ideal para
células vivas; além disso, o BDA 3.000 MW penetra melhor em nervos periféricos e
difunde melhor do que as dextranas de maior peso molecular. Ja o Fast Dil € um
tracador lipofilico retrogrado da familia das carbocianinas. E por fim, a CTB & usada
para pesquisas de tragamento neuronal por se ligar ao monossialogangliosideo
(GM1), um glicoesfingolipideo presente na maioria das membranas das células do
sistema nervoso e tem sido reportado como um excelente tracador em estudos de

transporte axonal.

Os neurotragadores, em questao, foram injetados nas seguintes quantidades e

concentragcdes conforme descrito na TABELA 1.

Tabela 1. Lista dos tragadores neuronais utilizados nesta pesquisa

Neurotragador Quantidade injetada Concentragao

Dextrana biotinilada

(BDA) 3.000 MW

Fast Dil 2 ul 1% em PBS
Subunidade beta da

toxina colérica (CTB)

1 ul 2% em PBS

2 ul 1% em PBS

3.2.1 Procedimento cirargico e pos-cirurgico

Para a inje¢ao do tragador neuronal, o animal recebeu anestesia intramuscular
composta de partes iguais de cloridrato de cetamina (50 mg/kg de peso corporal de
Ketalar®; Pfizer) e xilazina (20 mg/kg de peso corporal de Rompum®; MILES-LAB)
(GUIMARAES e MORAES, 2000) e foi posicionado em decubito lateral esquerdo

numa mesa cirdrgica com bico e asas devidamente contidas (FIGURA 11).
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Figura 11 - Ave posicionada em decubito lateral esquerdo em mesa cirurgica durante
cirurgia para inje¢ao de tragador neuronal

Fonte: Foto realizada no laboratério de Neuroengenharia da Universidade Federal do
Para em agosto de 2015 durante realizacdo de experimento.

Uma vez devidamente posicionada, o pescogo da ave foi exposto com o auxilio
de um algodao embebido em alcool etilico a 70% e, se necessario, algumas penas
foram removidas com pinga para melhor visualizagdo da area da incisdo. Como o
nervo hipoglosso esta localizado paralelo e lateralmente a traqueia (FIGURA 12), uma
pequena incisdo na porgao ventrolateral do pescoco, a direita da traqueia foi realizada.
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Figura 12 — Fotomicrografia da vista ventrolateral da siringe de um zebra finch

Fonte: Foto realizada no laboratério de Neurobiologia do Instituto Max Planck de

Ornitologia, Seewiesen, durante realizagdo de experimento em margo de 2015.
Legenda: as setas pretas evidenciam o nervo hipoglosso (NXII) ao longo do lado direito da traqueia.
Escala =1 cm.

Posteriormente, o nervo hipoglosso foi exposto removendo-se a menor
quantidade possivel de tecido circundante. Uma vez exposto, um pedago de parafilm
(Sigma Aldrich) foi passado por baixo do nervo esticando-o (FIGURA 13); e algumas
gotas de parafina derretida (42°C ponto de fusao) foram colocadas por cima do nervo
para evitar a sua dessecagao durante o processo de inje¢do. Uma micropipeta de
vidro (World Precision Instruments 1B150F-4) com um diametro entre 20um e 25um
foi conectada a uma mangueira que era utilizada para soprar o tragador para o interior
do nervo. Apds a injegcao o parafilm foi cuidadosamente removido e a incisdo foi
fechada com a utilizagdo de cola cirurgica veterinaria (Surgibond, SMI). Todo o
procedimento cirurgico foi realizado com o auxilio de lupa (Olympus OME-5000,
Olympus Optical CO). A injecao foi realizada, preferencialmente, no nervo hipoglosso

direito devido a maior proximidade do lado esquerdo aos vasos sanguineos.
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Figura 13 — Foto do nervo hipoglosso esquerdo de um Melopsittacus undulatus
durante experimento piloto para teste dos tragadores CTB e Fast Dil

Fonte: Foto realizada no laboratorio de Neurobiologia da Universidade Federal do
Para durante realizagcado de experimento em abril de 2017.

Legenda: (A) traqueia; (B) Pedaco de parafilm posicionado embaixo do nervo hipoglosso para estica-
lo e facilitar a inje¢&o do tragador; (C) nervo hipoglosso esquerdo.

ApOs a cirurgia, esperou-se o animal acordar para colocagédo em gaiolas de
tecido para nao haver ferimentos ao se debaterem para fugir, pois se trata de animais
selvagens. Foram mantidos no biotério do Laboratério de Neuroprotecdo e
Neuroregeneragao Experimental (LNNE — UFPA) com esquema claro/escuro de 12
h/12 h, agua e alimento a vontade. O tempo de sobrevida do animal apés a inje¢éo do
tragador neuronal variou de 1 a 3 dias. Apds este periodo, os animais foram

profundamente anestesiados e perfundidos (ver item 3.3).

3.3 PERFUSAO

Decorrido o tempo de sobrevida, os animais injetados com tragador neuronal
foram perfundidos.

Para tal, os espécimes foram anestesiados com cloridrato de cetamina
(50mg/kg de peso corporal de Ketalar®; Pfizer) e xilazina (20mg/kg de peso corporal
de Rompum®; MILES-LAB). Posteriormente, a caixa toracica foi cirurgicamente
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exposta e se seguiu a perfursao intracardiaca com solugéo salina 0,9%. Quando nao
havia mais sangue na circulagao, foi perfundida solugéo de paraformaldeido a 4% em
tampao fosfato 0,1M, pH 7.4 (PFA 4%). Terminada a perfusdo, os cérebros foram
removidos (ver item 3.4) e pds-fixados com PFA 4% durante 24 horas.

3.4 REMOGAO DOS CEREBROS

Todos os animais coletados tiveram seus cérebros removidos. Para tal,
utilizamos luvas e decapitamos a ave com auxilio de tesoura de ponta romba, através
de um corte transversal na regiao entre o osso occipital e a coluna vertebral. Isolada
a cabeca, o cérebro foi exposto rebatendo-se a pele do pescog¢o do animal. Em
seguida, com a ajuda de uma microtesoura, foi realizado corte no sentido fronto-
caudal ao nivel da linha média do cérebro, e cortes ao redor do cérebro, a fim de
remover a calota craniana superior. Apds exposi¢céo, uma pinga foi inserida na regiao
posterior até a base do cranio e, com movimentos de baixo para cima e em dire¢éo a
porcao anterior, o cérebro foi descolado da caixa craniana, rompendo nervos. Este foi
entdo acondicionado em laminado de aluminio; devidamente identificado conforme
protocolo padrdo e, imediatamente, congelado em gelo seco ou nitrogénio liquido,
sendo armazenado em freezer a -80°C até o momento do uso. Com o intuito de evitar
alteragdes da estrutura morfoldgica do tecido, o procedimento de extragdo do cérebro

foi realizado o mais rapido possivel, com duragdo média de 90 segundos.

Ja o cérebro dos animais perfundidos foram pdés-fixados em PFA 4% por no
minimo 4 horas e depois colocados em solugao de sacarose 30% e armazenados em
geladeira até que eles afundassem (geralmente 8 horas). Decorrido este tempo, os
cérebros foram embebidos em gelatina 12% e novamente pés-fixados por mais duas
horas. Foram, entdo, colocados em solugcao de sacarose 30%, armazenados em
geladeira até que afundassem e seccionadas em criostato como descrito no item 3.6.
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3.5 SECCOES SAGITAIS

Os cérebros selecionados para analise através da coloracao de Nissl e de ISH
foram colocados no interior do criostato (JUNG CM 3000 LEICA) a temperatura de -
19°C. O hemisfério esquerdo do cérebro foi embebido em um meio de inclusao
(Tissue-Tek® O.C.T., Sakura Finetek, EUA), montado e congelado no préprio
criostato. Em seguida, foram feitos cortes seriados do hemisfério direito com a
espessura de 20um. Os cortes obedeceram sempre um procedimento padrao de
orientacado e foram sempre feitos de lateral para medial, terminando ao nivel da linha

média.

As seccbes foram coletadas em diferentes laminas Superfrost Plus (Fisher
Biotech, Orangeburg, NY), de modo a obter séries de secgbes adjacentes em cinco
ldminas. A primeira lamina de cada série dos cérebros congelados foi utilizada para
coloracao de Nissl com tionina 0,1%, ao passo que as demais foram destinadas a
deteccdo de receptores andrégenos por meio da hibridizagdo in situ ou ainda
congeladas e armazenadas em freezer a -80°C para realizagdo de outros
procedimentos experimentais ndo inclusos nesta pesquisa. Obtivemos, em média,
quatro séries de cinco laminas cada, totalizando 20 laminas por hemisfério cerebral
(FIGURA 14).
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Figura 14 — Desenho esquematico mostrando como os cortes seriados foram

organizados
I R R N

«1,2 34 *5,6 «7,8 * 9,10

. () . () . () .« () . ()

° 41,42 * 43,44 * 45,46 * 47,48 * 49,50

Fonte: Figura da propria autora, 2017.

Legenda: cada série foi composta de cinco laminas e em cada l&mina coletou-se dez seccgoes,
totalizando 50 secgdes por série. A primeira lamina de cada série foi destinada a coloragao de Nissl; as
demais a deteccao de receptores andrégenos (AR) por meio de hibridizagdo in situ ou armazenadas
para posterior uso com outros tipos de marcagdes nao inclusas nesta pesquisa.

3.6 SECCOES TRANSVERSAIS

Todos os animais submetidos a cirurgia para injecdo de tragador neuronal,
ap6s um periodo meédio de sobrevida de 1 a 3 dias foram perfundidos. E os cérebros
e as siringes desses animais foram seccionados em criostato (JUNG CM 3000 LEICA)
a 40 ym e a 45 um respectivamente. Os cortes obedeceram sempre a um
procedimento padrao de orientacao e foram sempre feitos de caudal para frontal. As
secgoes foram coletadas em PBS1x (free-floating) de modo a obter duas séries de
seccgOes adjacentes e posteriormente montadas, de modo sequencial, em diferentes
ldminas gelatinizadas (SIGMA-Aldrich, St. Louis, MO). Ambas as séries foram
submetidas a imunohistoquimica, porém a primeira série foi contracorada com Nissl

com tionina 0,1%, ao passo que a segunda foi corada com DAB.

3.7 COLORAGAO DE NISSL

3.7.1 Protocolo de Coloragao

As primeiras séries de laminas (cortes sagitais e transversais) foram

submetidas ao processo de coloragao de Nissl, que envolve quatro etapas:
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1. Etapa de hidratagéo:

a. Imersao das laminas durante sessenta segundos em cada uma
das solugbes ordenadas como se segue: etanol 100%, etanol
90%, etanol 70%, etanol 20%, agua destilada;

2. Etapa de coloragéo:

a. Os cortes foram imersos em tionina a 0,1% (ver protocolo em

anexo |) por oito segundos;

b. Imersdo em agua destilada, durante quarenta e cinco segundos,
para remog¢ao do excesso de corante.

3. Etapa de desidratagdo:

a. As seccgbes foram imersas, durante quarenta e cinco segundos,
em etanol 20% e, subsequentemente, em solucdes etanol 70%,
etanol 90%, etanol 100% durante cinquenta segundos;

b. As secgdes foram finalmente imersas em xilol 100% durante
quarenta segundos, antes de serem montadas com laminula e

com meio de montagem (Permount, Daigger, U.S.A.).

Terminado o processo de coloragao, as laminas permaneceram em capela

para secagem para posterior armazenamento e analise.
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3.8 HIBRIDIZACAO IN SITU RADIOATIVA
3.8.1 Introducao a Técnica

Esta técnica foi descrita pela primeira vez em 1969 e tem sido utilizada para
identificar com precisao acidos nucléicos ou seus transcritos em amostras de material
humano ou de animais (SILVA-VELENZUELA et al.,, 2006). O fundamento da
hibridizagao in situ (ISH) é que acidos nucléicos, se preservados adequadamente,
podem ser detectados através do pareamento de nucleotideos contidos em fitas
complementares de acido desoxirribonucléico (DNA) ou de &cido ribonucléico (RNA)
através de ligagdes de hidrogénio numa lamina de vidro (MOENCH, 1987; WILSON E
HIGGINS, 1990). Portanto, torna-se possivel parear DNA-DNA, DNA-RNA e RNA-
RNA. Nesta pesquisa, foi realizado o pareamento RNA-RNA, visto que esta ligagao
apresenta alta estabilidade térmica, o que aumenta a especificidade, ou seja, aumenta
a possibilidade se identificar apenas o RNA-alvo.

A identificagdo do RNA ou dos seus transcritos é feita por meio de sondas,
contendo a sequéncia de nucleotideos de um RNA conhecido, que ira se ligar ao RNA-
alvo. As sondas de RNA utilizadas na reagao de ISH devem ser inicialmente marcadas
com radioisétopos (ISH radioativa) como °H, **S, *?P; ou com materiais n&o-
radioativos (ISH n&o-radioativa) como biotina, digoxigenina ou fosfatase alcalina
(MOENCH, 1987; WILSON E HIGGINS, 1990; SILVA-VELENZUELA et al, 2006). Para
a realizagdo deste estudo utilizamos sondas de RNA marcadas com **S. Esta escolha
foi baseada no fato de sondas radioativas poderem detectar niveis mais baixos de
transcritos em relagdo as sondas nao radioativas (BRAISSANT e WAHLI, 1998).

As sondas de RNA ou ribossondas podem ser preparadas a partir de reagao
de transcri¢ao in vitro, utilizando sequéncias de DNA como molde, as quais foram
subclonadas em um vetor proprio para transcrigdo. Vetores sado definidos como
fragmentos de DNA que se replicam em células vivas e sdo construidos para carregar
um fragmento exdégeno de DNA (WILSON E HIGGINS, 1990). Nesse trabalho, foram
usadas ribossondas previamente preparadas no laboratoério de biologia molecular do
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Instituto Max-Planck de Ornitologia em Seewiesen, Alemanha (comunicagao pessoal

com Carolina Frankl, frankl@orn.mpg.de).

O sucesso dessa reagao depende do estabelecimento de critérios rigorosos
relacionados a preservacéo do tecido, preparagao de sonda, reagentes e otimizagao
das condi¢des da reagcdo. Ao se trabalhar com RNA, esses critérios devem ser ainda
mais rigorosos, pois o RNA é facilmente degradado pela agdo das ribonucleases,
enzimas que sao termoestaveis e resistentes a quase todos os tipos de superficies.
Para minimizar este problema € essencial a utilizagdo de luvas e o uso de produtos
especificos como RNase Away (Ambiom, Austin, Texas) para diminuir a agao das
ribonucleases, evitando qualquer risco de contaminagao do material ou da reagao pelo
pesquisador (SILVA-VELENZUELA et al., 2006).

3.8.2 Protocolo

3.8.2.1 Hibridizag&o

O processo de hibridizacdo tem duragao de dois dias e para a realizagao desta
pesquisa foram utilizados os seguintes marcadores: receptor andrégeno (AR); RAS
guanyl releasing protein 1 (RASGRP1), receptor de fator neutrdfilo ciliar (CNTRF),
GLIS family zinc finger 3 (GLIS3), ALDH1A2, Solute carrier family 6, member 7
(SLC6A7) e EPHB1. A escolha dos receptores foi feita apds estudo prévio de
microarranjo, que determinou maior nivel de expresséo génica do prosencéfalo da ave
em estudo para estes receptores. Este estudo foi realizado no laboratorio de biologia
molecular do Instituto Max-Planck de Ornitologia em Seewiesen, Alemanha

(comunicagéao pessoal com Carolina Frankl, frankl@orn.mpg.de).

No primeiro dia, as sec¢des destinadas a hibridizacdo foram retiradas do
freezer e levadas a uma cémara de ultravioleta para secagem. Depois de secas, as
ldminas passaram por banhos consecutivos de: FPBS 4% (5 minutos), PBS 1x
(lavagem), solucdo TEA (lavagem), solucao TEA com 620 pl de anidrido acético
(Merck 822278) (10 minutos), SSC 2x (lavagem), etanol 70% (1 minuto), etanol 90%
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(2 minutos), etanol 100% (1 minuto), cloroférmio 100% (5 minutos), etanol 100% (1

minuto), etanol 95% (1 minuto).

Feito isto, as laminas foram dispostas em uma bandeja para secagem durante
30 minutos. Enquanto as laminas secavam, retirou-se o frasco com o mix de
hibridizagao do freezer e o mesmo foi aquecido em agua fervente por 10 minutos para
desnaturacado. Posteriormente, colocou-se 50 ul do mix de hibridizacdo em cada uma
das laminas e as cobrimos com laminulas. Terminado este processo, as laminas foram

incubadas a temperatura de 55°C overnight.

No segundo dia, removemos as laminas da estufa de hibridizagdo, e as
mesmas passaram por banhos consecutivos de: SSC 2x (10 minutos, para remogao
das laminulas), solugdo RNase (30 minutos), solugdo RNase (30 minutos), SSC 2x
(30 minutos a 50°C), SSC 0,2x (30 minutos a 55°C mais 30 minutos a 60°C), etanol
50% (1 minuto), etanol 70% (1 minuto), etanol 90% (1 minuto), etanol 100% (1 minuto).
As laminas foram, entdo, dispostas em uma bandeja para secagem até o processo de
auto-radiografia.

3.8.2.2 Auto-radiografia

Depois de secas, as laminas foram arrumadas em estojos de auto-radiografia,
contendo filmes (Kodak BioMax MR). Os estojos foram cuidadosamente fechados e
embrulhados em laminado de aluminio e, entdo, deixados por quatro semanas numa

camara escura.

Para a revelagado, os filmes foram retirados dos estojos e incubados por 3
minutos em revelador, lavados por 20 segundos em agua, incubados por 3 minutos
em fixador e novamente lavados em agua por 20 segundos, sendo subsequentemente

pendurados para secagem.
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3.9 IMUNOHISTOQUIMICA

A imunocitoquimica contra CTB foi executada de acordo com protocolo descrito
por Faunes e Wild 2017 (ANEXO lll). Todos os passos de incubagao foram feitos em
temperatura ambiente e precedidos de lavagem com PBS (3 lavagens de 10 minutos

cada).

Primeiramente, as secg¢des foram incubadas, por 15 minutos, em solugao
contendo agua oxigenada 3% e metanol 50% em PBS para eliminar toda a atividade
de peroxidase enddgena. Em seguida, as secgbes foram incubadas overnight em
anticorpo primario diluido (Tabela 2) em solugéo bloqueadora constituida de Triton X-
100 0,4% e soro normal de burro a 2% (Donkey serum. Sigma. U.S.A.).

Tabela 2. Lista de anticorpos utilizados neste estudo

Descrigao do Fornecedor, espécie = Concentragao/Diluigao

Antigeno Imunégeno hospedeira. utilisada

Subunidade beta da
toxina colérica
extraida do vibrido List Biological, goat. 1:12.500
colérico tipo Inaba
569B

Subunidade beta
da toxina colérica

No dia seguinte, as sec¢des foram incubadas, por 1 hora, em anticorpo
secundario diluido a 1:500 em solugédo bloqueadora. Em seguida, as secg¢des foram
incubadas, por mais 1 hora, em neutravidina (NeutrAvidin (HRP) Horseradish
Peroxidase Conjugate. T. Scientific. U.S.A.) diluida a 1:1.000 em PBS triton 0,4%. Por
fim, as seccbdes foram incubadas numa solugdo composta de Diaminobenzidina
tetrahidrocloreto (DAB) 0,25mg/mL, Cloreto de cobalto (CoCl;) a 0.2mg/mL e PBS
resultando em uma coloragdo marrom de facil visualizagdo. Para que a reacio de
peroxidase do DAB tivesse inicio, adicionava-se algumas gotas de agua oxigenada
0,3%; e reacao era interrompida apos 1-3 minutos, lavando-se as sec¢des com PBS.
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Terminado o processo de imunohistoquimica, as sec¢gdes formam montadas
em l&minas gelatinizadas e deixadas para secar em temperatura ambiente. A primeira
série de cortes era contracorada com Nissl e a segunda série era desidratada (ver
ANEXO V) para que os cortes fossem clareados. E finalmente, as laminas foram
cobertas com laminulas utilizando-se meio de montagem Permount (Daigger, U.S.A.).

3.10 IDENTIFICAGCAO E ANALISE MORFOLOGICA DOS NUCLEOS CEREBRAIS

Através das técnicas descritas acima visamos a identificacdo dos nucleos
relacionados a producéo do canto nas espécies de passaros Suboscines em questao.
Uma vez identificadas, comparamos estas areas com os nucleos centro vocal superior
(HVC), robusto do arcopalio (RA) e com a porgao traqueosiringeal do nucleo
hipoglosso (NXIIts), existentes nos oscines, verificando a existéncia ou ndo destes
nucleos nas espécies de Suboscines estudadas. A espécie de passaro oscine que
usamos para efeito de comparagao foi a Taeniopygia guttata, que € largamente
estudada e descrita na literatura.

3.10.1 Quantificagdo da Area e Volume dos Nucleos Cerebrais nos Cortes
Corados com Nissl e Marcados através de Tragcador Neuronal

Os cortes sagitais e transversais de cortex corados com Nissl foram analisados
por meio de microscopia oOptica convencional com o auxilio de um microscopio
binocular (LEICA DMRBE; Leitz Ortoplan) acoplados a uma camera de video e/ou
camera fotografica digital EVOLT 330 (OLYMPUS). A medida que os nucleos
relacionados ao canto foram localizados, utilizando-se objetiva com aumento de 5
vezes, estes foram fotografados e os arquivos resultantes, devidamente, identificados
para posterior analise.

A mensuracdo da area foi feita com o auxilio de programa de analise de
imagens, como o Image J e/ou o Spot Advanced (NHI, National Health Institute, USA).
Estes programas, através do uso de ferramentas de mensuragdo, calculam a area dos

nucleos cerebrais apos delineamento manual. Uma vez que temos estruturas
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tridimensionais para serem mensuradas, € essencial obtermos medidas das areas de
cada nucleo desde a secgdo em que o 0s nucleos relacionados a produgao do canto
comegam a aparecer até a ultima seccdo em que eles deixam de aparecer. Para o
calculo da area total basta realizar uma somatoria de todas as medidas de area
obtidas. O volume nuclear total foi posteriormente definido pela formula:

VOLUME TOTAL = Z area x espessura dos cortes x intervalo entre as amostras

3.10.2 Quantificagdo de Area e Volume dos Nucleos Cerebrais nos Cortes
Submetidos a Hibridizacao In Situ

Apos a revelacgéo dos filmes autorradiograficos, estes foram digitalizados com
o auxilio de um Scanner HP (Hewlett-Packard) de modo a obter imagens de cada
lamina separadamente. A mensuragao da area foi feita com o auxilio do programa de
andlise de imagem Image J (NHI, National Health Institute, USA). Através do uso das
ferramentas “built-in” e de mensuracédo, obtivemos a area de todos os nucleos
reagiram positivamente aos receptores andrégenos. Os calculos de area total e
volume dos nucleos envolvidos na producédo do canto foram realizados conforme foi

descrito anteriormente (ver item 3.10.1).

3.11 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados obtidos foram digitados e tabulados em banco de dados e
analise estatistica. O banco de dados foi construido com Microsoft EXCEL 2008 para
MAC ou PC. Para a analise morfologica, quando pertinente, realizou-se a analise
estatistica descritiva, sendo informados os valores percentuais dos resultados obtidos,
bem como, a obtengado de medidas de tendéncia central e dispersao. Para a analise
de significancia estatistica, utilizamos o programa Graphpad Prisma 5.0 para MAC ou
PC. Para identificar qualquer diferenga, quanto ao tamanho das areas cerebrais entre

Suboscines e Oscines, ou ainda relacionada ao sexo (dimorfismo sexual) nas areas
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cerebrais estudadas foi aplicado o ANOVA, utilizando nivel de significancia de 95%
(p< 0,05).
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4. RESULTADOS

Os nossos resultados foram obtidos de 20 experimentos divididos nas trés
técnicas estudadas. O material analisado apresentava boa preservagao tecidual e os
nucleos puderam ser facilmente identificados a partir da descricdo anatémica e/ou
mapas estereotaxicos feitos em zebra finch (NIXDORF-BERGWEILLER e BISCHOF,
2007).

4.1 ANIMAIS

Foram estudados os cérebros de vinte passaros distribuidos conforme
demonstrado na TABELA 3.
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Tabela 3. Distribuicdo dos animais estudados conforme sexo e técnica utilizada

ANIMAL MACHO FEMEA NISSL HIBRIDIZACAO TRACADOR
IN SITU NEURONAL
MC2 X X X
MC 3 X X X
MC 6 X X X
MC 51 X X X
MC 52 X X X
MC 54 X X X
MC 55 X X X
MC 56 X X X
MC 61 X X X
MC 64 X X X
MC 65 X X
MC 66 X X
MC 67 X X
MC 68 X X
MC 69 X X
MC 70 X X
MC71 X X
MC72 X X
MC73 X X
MC74 X X
TOTAL 11 9 10 10 10

4.2 IDENTIFICAGCAO DOS NUCLEOS RELACIONADOS AO CANTO PELO METODO
DE NISSL

Através do método de Nissl, verificamos que o cértex desses animais apresenta
um padrdo de coloragdo regular; porém em nenhum dos animais analisados
identificamos areas com organizagao, notadamente, distintas das demais zonas do
cortex e que se assemelhassem aos nucleos relacionados a produg¢ao do canto, como
verificado no cortex dos passaros Oscines (FIGURAS 15 e 16); assim, nao foi possivel

também quantificar estas areas.
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Figura 15 — Secgéo corada com tionina 0,1% pelo método de Nissl de um Myiozetetes
cayanensis.

FONTE: Foto da prépria autora.
Legenda: A regido delimitada por setas corresponde a area em que o nucleo HVC costuma ser
identificado nas aves oscines. Escala= 100 ym.

Figura 16 — Secgao corada com Nissl de um passaro Oscine (zebra finch) macho
adulto

FONTE: NIXDORF-BERGWEILLER, 1996.
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4.3 IDENTIFICAGCAO DOS NUCLEOS RELACIONADOS AO CANTO PELO METODO
DE HIBRIDIZACAO IN SITU RADIOATIVA

Para a realizagao da técnica de hibridizagao in situ (ISH) utilizamos sondas
tanto para zebra finches quanto para o préprio Myiozetetes cayanensis e como
mencionado, anteriormente, testamos os seguintes marcadores: receptor andrégeno
(AR); RAS guanyl releasing protein 1 (RASGRP1), receptor de fator neutrdfilo ciliar
(CNTRF), GLIS family zinc finger 3 (GLIS3), ALDH1A2 e Solute carrier family 6,
member 7 (SLC6A7) e EPHB1. Apesar de repetidas tentativas, nenhum nucleo que
indique a existéncia de um sistema rudimentar do canto semelhante ao existente nos

passaros canoros, capazes de aprender o canto, foi identificado (FIGURAS 17 e 18).
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Figura 17 — Auto-radiografia de um corte sagital do encéfalo de um Myiozetetes
cayanensis macho que foi submetido a hibridizagao in situ radioativa para marcagao

de receptores androgenos
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FONTE: foto da propria autora.
Abreviagdes: LaM=Iamnia do mesopalio.
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Figura 18 — Auto-radiografia de um corte sagital do encéfalo de um passaro Oscine
(Uraeginthus cyanocephalus) macho de 50 dias que foi submetido a hibridizagao in
situ radioativa para marcacgao de receptores andrégenos
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FONTE: LOBATO, 2011.
Legenda: os nucleos RA (area escura delimitada de amarelo) e HVC (indicado por seta) foram
marcados pela técnica. Abreviagdes: RA - nucleo robusto do arcopalio; LaM - lamnia do mesopalio.

4.4 IDENTIFICACAO DOS NUCLEOS RELACIONADOS AO CANTO PELO METODO
DE TRACADOR NEURONAL

Como mais uma tentativa de identificar nucleos relacionados a produg¢ao do

canto no objeto de estudo desta pesquisa, realizamos experimentos injetando os
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tracadores neuronais BDA 3.000 MW, CTB e Fast Dil (Ver TABELA 1) no nervo
hipoglosso das aves capturadas. Escolhemos injetar os tragadores neuronais neste
nervo, pois € ele quem leva a informagéo motora para a produg¢ao do canto da porgao
traqueosiringeal do nucleo hipoglosso (NXIlIts) a siringe.

Para este fim foram capturados dez espécimes; dos quais sete receberam BDA
3.000 MW, quatro receberam o CTB e trés receberam o Fast Dil conforme descrito na
tabela abaixo (TABELA 4). Todavia, s6 completamos o experimento em cinco aves,
pois uma morreu durante a cirurgia e as outras quatro morreram durante o pos-
operatério. Das aves sobreviventes uma recebeu BDA 3.0000 MW, duas receberam
apenas CTB e duas receberam CTB mais BDA 3.000 MW ou Fast Dil (TABELA 4). As
aves sobreviventes que receberam CTB foram perfundidas no dia seguinte a cirurgia,
enquanto que a ave que recebeu apenas BDA foi perfundida trés dias apds a cirurgia.
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Tabela 4. Lista dos animais submetidos a cirurgia de injegdo de tragador neuronal
distribuidos conforme sexo, tragador neuronal recebido, local da aplicagao do tragador
e se chegou a fase final do experimento

Espécime Sexo Tracador Local da Aplicagao Completou
Neuronal experimento
MC65 Fémea BDA 3.000 MW Nervo hipoglosso N&o
direito
MC66 Macho BDA 3.000 MW Nervo hipoglosso N&o
direito
MC67 Macho BDA 3.000 MW Nervo hipoglosso Sim
direito
MC68 Macho BDA 3.000 MW Nervo hipoglosso N&o
direito
MC69 Fémea BDA 3.000 MW Nervo hipoglosso N&o
+ Fast Dil direito (BDA) e
esquerdo (Fast Dil)
MC70 Macho BDA 3.000 MW Nervo hipoglosso N&o
+ Fast Dil direito (BDA) e
esquerdo (Fast Dil)
MC71 Fémea CTB Nervo hipoglosso Sim
direito
MC72 Macho CTB + Fast Dil Nervo hipoglosso Sim
direito (Fast Dil) e
esquerdo (CTB)
MC73 Fémea CTB + BDA Nervo hipoglosso Sim
3.000MW direito (BDA 3.000
MW) e esquerdo (CTB)
MC74 Macho CTB Nervo hipoglosso Sim
direito

Foi possivel identificar o NXIIts apenas nas aves que receberam CTB (FIGURA

19).
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Figura 19 — Fotomicrografia de uma seccao transversal da medula de Myiozetetes
cayanensis contracorada com Nissl

NXlits

FONTE: foto da propria autora.
Legenda: (A) NXllts de um macho. (B) NXlIts de uma fémea. Note as células coradas por CTB (células

mais escuras em tom de marrom) estdo marcadas apenas no nucleo hipoglosso - porgao
traqueosiringeal (NXIIts); NX, nucleo vago; SSp, nucleo supraespinhal. Escala=100 ym.
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Contracorando com Nissl, verificamos que o cértex desses animais apresenta
um padrdo de coloragcédo regular e que as células do nucleo NXllts apresentam
organizagcdo, notadamente, distinta das demais zonas do coértex. O NXllts do
Myiozetetes foi identificado tanto em machos quanto em fémeas e, assim como nos
oscines, €& formado por dois aglomerados de células com formato alongado: uma
por¢cdo dorsomedial, sempre o grupamento maior, e uma por¢ao ventrolateral,
grupamento menor. A area do NXIIts foi facil de distinguir, pois além de ter sido a unica
corada por CTB, o nucleo € composto por células maiores com formato arredondado

ou poligonal.

A Figura 20 ilustra uma fotomicrografia, em maior aumento, da regido de
transicdo entre a area do NXlIts e a da area adjacente e como pode ser observado,
as células deste nucleo sdo maiores e apresentam um padrao organizacional distinto,
quando comparado as células adjacentes ao NXllts. Além disso, principalmente nas
seccgOes reveladas por DAB, ficam bem evidentes as proje¢cdes dos neurdnios que

compdem este nucleo.
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Figura 20 — Corte transversal da medula de um Myiozetetes cayanensis macho
evidenciando a area do NXIlIts em maior aumento

Fonte: Figura da prépria autora.
Legenda: (A) Fotomicrografia contracorada com Nissl evidenciando a area de transigéo entre o NXIIts

(células coradas em tom de marrom) e o tecido adjacente. Escala=50 ym. (B) Fotomicrografia revelada
por DAB evidenciando as células do NXIllts e suas proje¢des. Escala=10 ym.
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Partindo do principio de que o CTB € um marcador retrogrado e anterogrado,
analisamos algumas secg¢des da siringe destes animais, a fim de ratificar que o nucleo
marcado era de fato o NXIlts. Para tal, fizemos cortes transversais de 45 um e
processamos este material como descrito nos itens 3.6 e 3.9. Ao analisarmos o
material contracorado com Nissl em microscépio, constatamos que as microinjegdes
de CTB no nervo hipoglosso produziram marcagao ipsilateral nos musculos da siringe
e marcacgao bilateral na parede da traqueia. Uma das estruturas da siringe marcadas
por CTB foram terminais semelhantes a uma placa motora (motor endplate-like
terminals) nos musculos da siringe como demonstrado na Figura 21, ratificando assim,

gue o nucleo medular marcado era o NXIlIts.

Figura 21 — Fotomicrografia de uma secc¢ao transversal da siringe de um Myiozetetes
cayanensis
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FONTE: Figura da prépria autora.
Legenda: (A) placa motora circundada por tracejado em preto em menor aumento. Escala= 50 ym; (B)
placa motora demonstrada na figura A em maior aumento. Escala= 30 ym.

Foram feitas analises dos cortes histologicos marcado por CTB e
contracorados pelo método de Nissl e a mensuragdo do volume do NXIllts de cada
animal. O sexo e os valores individuais do volume de NXllts obtidos estdo resumidos

na Tabela 5.
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Tabela 5 - Valores individuais do volume, em milimetros cubicos, da porgao
traqueosiringeal do nucleo hipoglosso (NXIIts) de Myiozetestes cayanensis machos e
fémeas

NXIits (mm?3)
Dorsomedial Ventrolateral Nucleo inteiro

0,0248 0,0089 0,0337
Macho

0,0351 0,0125 0,0481

0,0145 0,0043 0,0188
Fémea

0,0168 0,0046 0,0214

A Tabela 6 demonstra os valores representativos médios de volume do nucleo
NXIllts e seus desvios padrées em cada animal estudado.

Tabela 6 - Valores médios e desvio padrao da porgao traqueosiringeal do nucleo
hipoglosso (NXIIts) de Myiozetestes cayanensis machos e fémeas. Estas medidas
foram obtidas das amostras submetidas a injecdo de CTB e contracorada com Nissl

Volume médio (mm?®) Desvio Padrao
N
Dorso Ventro Nucleo Dorso Ventro Nucleo
medial lateral inteiro medial lateral inteiro
Macho > 0,030 0,011 0,041 0,007 0,003 0,010

Fémea 2 0016 0,004 0,020 0,001 0,0002 0,002
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Com base na analise das Tabela 5 e 6, verificamos que a estimativa do volume
total (nucleo inteiro) do NXllts de Myiozetetes cayanensis apresentam pouca variagao
entre os machos (desvio padrdao 0,01) e entre as fémeas (desvio padrao 0,002)
caracterizando uma consisténcia dos dados. Em machos, a por¢do dorsomedial do
nucleo analisado € 2,7 vezes maior que a por¢cao ventrolateral. Ja nas fémeas esta
diferenca é ainda maior sendo a por¢gao dorsomedial quatro vezes maior que a porgao
ventrolateral. Quando comparamos o volume total de NXllts de machos e fémeas,
observamos que o NXllIts dos machos é duas vezes maior que o das fémeas conforme

demonstrado no grafico abaixo (FIGURA 22).

Figura 22 - Representagédo diagramatica do volume total da porg&o traqueosiringeal
do nucleo hipoglosso (NXIIts) de Myiozetetes cayanensis machos e fémeas (valores
médios) utilizando a técnica de inje¢ao do tragador neuronal CTB
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FONTE: Figura da prépria autora.

A partir de dados fornecidos por Roberts e colaboradores (2007), comparou-se
os dados obtidos em Myiozetetes cayanensis com os valores dos volumes de NXIlIts
medidos em um passaro aprendiz vocal, o Taeniopygia guttata (zebra finch;
Passeriforme, Oscine). A Tabela 7 resume os valores representativos médios de
volume do nucleo NXIlIts nas duas espécies analisadas.
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Tabela 7 - Valores médios do volume do nucleo NXIlIts de Myiozetetes cayanensis e
de Taeniopygia guttata machos e fémeas

Myiozetetes cayanensis Taeniopygia guttata
Porgcao do . 3 - 3
Sexo Volume médio (mm®) Volume médio (mm~)
NXlits
Macho 0,030 0,076
Dorsomedial
Fémea 0,015 0,041
Nucleo Macho 0,041 0,076
inteiro Fémea 0,020 0,044

Comparamos os volumes estimados tanto da por¢cdo dorsomedial de NXIIts,

quanto do nucleo inteiro, isto € a somataria dos volumes das porgdes dorsomedial e

ventrolateral de NXIIts. Obtivemos os seguintes resultados: nos machos, a porgéo

dorsomedial de NXllts foi 1,4 vezes maior em zebra finch do que em Myiozetetes

cayanensis; e como era esperado, o volume do nucleo inteiro também foi maior em

zebra finch (1,7 vezes maior). Ja nas fémeas essa diferenca foi ainda mais acentuada,

o volume da porg¢ao dorsomedal de NXIIts foi quase 3 vezes maior em zebra finch (2,7

vezes maior), ja o volume total de NXllts em zebra finch foi o dobro do volume

encontrado em Myiozetetes cayanensis. Esses dados podem ser melhor visualizados

na Figura 23.
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Figura 23 - Representacdo diagramatica dos volumes da porgcdo dorsomedial do
NXllts e do nucleo inteiro (volume total) em zebra finch e Myiozetetes cayanensis
machos e fémeas (valores médios)
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FONTE: Figura da prépria autora.

Tendo essas diferengas volumétricas em mente, o proximo passo foi aplicar
testes estatisticos para verificar se as diferengas volumétricas de NXIIts entre machos
e fémeas e entre espécies eram significativas, contudo ndo obtivemos nenhum

resultado devido ao pequeno numero amostral.
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5. DISCUSSAO

Desde a década de 70, passaros canoros tem se tornado um modelo
experimental muito popular no meio cientifico e isso se deve a descoberta da
existéncia de um sistema de controle do canto, ou seja, uma série de nucleos
cerebrais bem delimitados que controlam o aprendizado e a produg¢ao do canto neste
grupo de animais. Isto incluiu os passaros canoros num seleto grupo de animais, que
além dos humanos, sdo capazes de aprender uma vocalizagcdo com base em um
modelo auditivo. Um sistema nervoso claramente delineado controlando um unico
comportamento também bem definido, a vocalizagdo. Assim, o sistema de controle do
canto rapidamente se tornou um modelo adequado para o estudo de como o cérebro
€ capaz de controlar um comportamento, em outras palavras, este modelo
experimental permitiu aos pesquisadores relacionarem alteragdes de estruturas ou
fungdes neurais com alteragdes no comportamento (BAKER, 2001; HARDING, 2004;
WILD, 2004; JARVIS, 2007; MORI e WADA, 2015).

A ordem de passaros canoros que tem sido vastamente utilizada pelos
cientistas como modelo experimental é a Passeriformes. Esta ordem compreende os
passaros de duas subordens, os Oscines e os Suboscines. Apesar dos Suboscines
constituirem aproximadamente 20% (1.151 espécies) do total de aves da ordem
Passeriformes, estudos a respeito do sistema de controle do canto tem sido
desenvolvidos quase que exclusivamente em Oscines (ROBERTSON et al., 2009).
Para ajudar a preencher esta lacuna, nos utilizamos uma espécie de passaro
Suboscines da Amazbnia, o Myiozetetes cayanensis, como nosso modelo

experimental.

No presente trabalho, nos utilizamos as técnicas de coloracdo de Nissl,
imunohistoquimica, injegao de tracador neuronal e hibridizag&o in situ radioativa como
ferramentas para identificar os nucleos relacionados com o controle da produg¢ao do
canto. Nos identificamos, unicamente por meio de inje¢cdo do tragador neuronal CTB
no nervo hipoglosso associada a coloragdo de Nissl, o nucleo NXllts, o qual se

mostrou presente tanto em machos quanto em fémeas.
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51 COMPARACAO COM ACHADOS PREVIOS: CONSIDERACOES DAS
TECNICAS UTILIZADAS.

A mensuracgéo do tamanho de areas cerebrais é fundamental para o estudo
das projegcdes neuronais e sua correlagdo com as diferengas do tamanho de areas
cerebrais, envolvidas no controle desta atividade (BALL e MACDOUGALL-
SHACKLETON, 2001).

A estimativa do tamanho de uma area cerebral e seu conteudo celular
depende de uma delimitagao precisa dos nucleos cerebrais. Esta delimitagdo pode
ser feita por meio de citoarquitetura, propriedades citoquimicas, marcadores
metabdlicos e mapa eletrofisiolégico (GAHR, 1997). Devido a dificuldades técnicas e
a resolugao espacial limitada das técnicas existentes de mapeamento in vivo (por
exemplo, tomografia computadorizada), uma das técnicas mais utilizada e bem
estabelecida para delinear areas cerebrais € ainda a classica coloragdo de Nissl
(KONISHI e AKUTAGAWA, 1985; GAHR, 1990; GAHR, 1997; BERNARD e BALL,
1995; NIXDORF-BERGWEILER, 1996; SMITH et al., 1997).

Nesta pesquisa, nds utilizamos a coloragdo de Nissl para tentar identificar
os nucleos HVC (nome proprio), o nucleo robusto do arcopalio (RA) e a porgao
traqueosiringeal do nucleo hipoglosso - (NXIIts), nucleos estes relacionados a
producdo do canto em aves canoras. Em Myiozetetes cayanensis, somente o nucleo
NXllts pode ser delineado, mostrando-se presente tanto em machos quanto em
fémeas. O corante de Nissl destacou algumas propriedades histologicas, tais como
intensidade da marcacao do nucleo, do citoplasma e do nucléolo; densidade do
nucleo; e tamanhos do nucleo e do corpo celular dos neurbnios. Neste trabalho,
obtivemos um padréo de coloragéo regular e as células constituintes do nucleo NXIlIts
foram mais intensamente marcadas do que as células do tecido adjacente; além disso,
foi possivel verificar que os corpos celulares dos neurbnios deste nucleo foram
maiores que os das ceélulas localizadas no exterior do mesmo. Uma segunda

caracteristica vantajosa da técnica empregada foi a capacidade de podermos
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mensurar o NXIIts e reproduzir os resultados com a qualidade da marcacgao referida

semelhante aos ja descritos na literatura.

Apesar das vantagens ja mencionadas, ndo foi possivel identificar os
nucleos HVC e RA em machos e fémeas da espécie estudada em nenhuma das
secgdes analisadas. Ja o NXllts pode ser identificado apenas nas secgoes
transversais e isto ja era esperado; pois ao se examinar trabalhos que se propuseram
mensurar o volume de NXllts em espécies de passaros Oscines, notamos que sempre
sao utilizados cortes coronais por ser melhor visualizado neste plano de corte (WADE
et al., 2002; ROBERTS et al., 2007; TSUKAHARA et al., 2009).

A delimitagdo de um nucleo cerebral com base nas propriedades citologicas
citadas acima, embora valida, € um pouco problematica, pois o método de Nissl, como
todos os outros métodos, € limitado nas informacgdes que prové. Este tipo de coloragao
marca mais intensamente as porc¢des celulares que sado altamente basofilicas, como
ribossomos livres e ribossomos ligados ao reticulo endoplasmatico rugoso (RAINE,
1989). Visto que os ribossomos sao organelas importantes para a sintese de
proteinas, € razoavel assumir que a coloracdo de Nissl seja indicativo de relativa
atividade metabdlica de um neurdnio (RAINE, 1989; PETERS et al., 1991). Esta
atividade, bem como, a citoarquitetura pode variar independentemente das

propriedades citoquimicas e conectivas/projecionais de uma area cerebral.

Por conta destas limitagdes, muitas investigagdes foram realizadas com o
objetivo de corroborar ou ndo a adequacédo do método de Nissl para delinear areas
cerebrais em estudos que visam avaliar a ocorréncia de diferencas no volume de
nucleos telencefalicos entre machos e fémeas. Gahr, em 1990, com o propdsito de
avaliar diferencas sazonais no volume do HVC de canarios machos, utilizou diferentes
meétodos para tal avaliagdo. Enquanto o material corado com Nissl revelou uma
variagdo sazonal, o volume do HVC, delineado com base na distribuigcdo de células
imunorreativas para o receptor de estrogénio, ndo variou sazonalmente. Este estudo
também definiu o HVC por meio da utilizagdo de tracador neuronal e, através deste

método, também n&o houve variagdo sazonal significativa no volume de HVC. Um
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estudo subsequente ao de Gahr igualmente demonstrou, por meio da distribuicao de
projecdes neuronais de HVC para RA, que o volume HVC de canarios machos nao
sofre alteragdo ao longo do ano (KIRN et al., 1991).

Desde os estudos de Gahr (1990) e Kirn e colaboradores (1991), varias
outras pesquisas foram efetuadas com o intuito de comparar a delimitacdo de nucleos
relacionados ao canto por meio de variados métodos. Por exemplo, auto-radiografias
para receptores hormonais e neurotransmissores (JOHNSON e BOTTJER, 1993;
BALL et al., 1994; BERNARD e BALL, 1995), imunocitoquimica (BALL et al., 1995 a,
b), tragadores neuronais (JOHNSON e BOTTJER, 1993; SMITH et al., 1997), e
marcadores enzimaticos (SMITH et al., 1997). Estes estudos analisaram diferengas
entre machos e fémeas (BALL et al., 1994, 1995 a, b), bem como variagdes
volumétricas em machos em diferentes condigdes hormonais (JOHNSON e
BOTTJER, 1993) ou fotoperiédicas (BERNARD e BALL, 1995; SMITH et al., 1997).
Em todas estas anadlises foi observado equivaléncia entre os limites nucleares
definidos pelo método de Nissl e por outros marcadores, confirmando a validade desta

técnica para definir os limites de areas cerebrais.

Tendo esta divergéncia em mente, procuramos minimizar este problema
elegendo duas técnicas alternativas para a identificagdo e delimitagdo dos nucleos
HVC, RA e NXIllts: a hibridizagao in situ radioativa e a injegao de tragador neuronal.

A hibridizagao in situ € um método de delineamento citoquimico utilizado
para identificar, com precisdo, acidos nucléicos ou seus transcritos em amostras de
material humano ou de animais (SILVA-VELENZUELA et al., 2006). O fato de marcar
acidos nucléicos e ndo apenas proteinas a torna uma técnica mais especifica que o

método de Nissl.

Para a execugao da técnica de hibridizacao in situ radioativa utilizamos nao
apenas sondas confeccionadas em zebra finch, como € de praxe na literatura, mas
também confeccionamos sondas especificas para Myiozetetes cayanensis para que
pudéssemos eliminar qualquer viés de nao-especificidade entre espécies. Quanto a
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escolha dos marcadores elegemos os receptores andrégenos, por ser sabido que em
zebra finches, os nucleos HVC, RA e LMAN sao sitios de receptores andrégenos
(METZDORF et al., 1999). Além deste marcador, apés uma analise prévia de
microarranjos de DNA, que determinou o maior nivel de expressdo génica do
prosencéfalo da ave em estudo, elegemos também os seguintes receptores: RAS
guanyl releasing protein 1 (RASGRP1), receptor de fator neutrdfilo ciliar (CNTRF),
GLIS family zinc finger 3 (GLIS3), ALDH1A2 e Solute carrier family 6, member 7
(SLC6A7) e EPHBH1.

Apesar de repetidos esfor¢os ndo conseguimos, nesta pesquisa, marcar os
nucleos HVC, RA e NXllts, através da hibridizacao in situ, em nenhuma das amostras
obtidas. E as razbes exatas pelas quais isto ocorreu permanecem desconhecidas,
porém uma das hipdteses é que seja necessario adequar o protocolo utilizado para
Myiozetetes cayanensis ja que o protocolo utilizado, neste trabalho, foi o mesmo que
e utilizado, com sucesso, em zebra finches. Outra hipotese € que tenha ocorrido algum
erro no armazenamento ou transporte do material e que parte do RNA tenha sido
degradado.

Tradicionalmente, teorizou-se que passaros Suboscines ndo sao capazes de
cantar e que por esta razdo n&o apresentam os nucleos telencefalicos formadores do
sistema do canto (BRENOWITZ et al., 1991; TOUCHTON et al., 2014). Portanto, a
hipétese mais aceita é a de que 0 nosso animal experimental ndo possua 0s nucleos
telencefalicos HVC e RA, corroborando com dados da literatura. Contudo, estudos
recentes utilizando a técnica de hibridizacao in situ em duas espécies de Suboscines
(Sayornis phoebe e Willisornis poecilinotus) demonstraram a evidéncia da existéncia
de um nucleo que funcionalmente se assemelha ao RA de Oscines (LIU et al., 2013;
LIMA et al., 2015) contradizendo os nossos achados.

A Ultima técnica eleita para identificagdo e delineamento dos nucleos
relacionados a producéo do canto no Myiozetetes cayanensis foi a injegao de tragador

neuronal. Para tal, escolhemos os seguintes neurotragadores: BDA 3.000 MW, CTB e
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Fast Dil. Neste trabalho, conseguimos identificar apenas o nucleo medular NXllts e

unicamente por meio do tragador CTB.

Associando injecbes de CTB a técnica de Nissl, observamos motoneurdnios
siringeais ndo apenas na porgao dorsomedial do nucleo NXllts, mas também em um
nucleo motor menor localizado ventrolateralmente ao NXIlts. Acreditamos que, em
Myiozetetes cayanensis, o nucleo NXllts seja composto por essas duas porgdes

conforme ja foi descrito em outras espécies.

Nottebohm em 1976 ao realizar experimentos de lesdo do nervo hipoglosso em
canarios identificou a por¢cdo caudal de NXIlIts e afirmou que este nucleo se resumia
a esta unica porgéo. Todavia, anos mais tarde Bottjer e Arnold (1982) ao estudarem
zebra finches, marcaram um grupo dorsal e um ventrolateral; e Wild (1981) estudando
cacatua também identificou, por meio de HRP, esses dois grupamentos celulares
como partes constituintes do NXllts. Células em uma posi¢cado ventrolateral muito
similar também foram marcadas em galo por meio de inje¢cdes de tragador neuronal
em musculos siringeais (YOUNGREN e PHILIPS, 1983). Mais recentemente o NXIllts
também foi descrito como sendo formado por uma por¢cdo dorsomedial e outra
ventrolateral em corvo (TSUKAHARA et al., 2009) e em zebra finches (ROBERTS et
al., 2007; FAUNES et al., 2017).

5.2 DIMORFISMO SEXUAL DO NUCLEO HIPOGLOSSO - PORGAO
TRAQUEOSIRINGEAL (NXIITS) DE MYIOZETETES CAYANENSIS

Em 1976, Nottebohm e Arnold publicaram dados surpreendentes baseados na
analise de cortes do telencéfalo de zebra finches (Taeniopygia guttata) e canarios
(Serinus canaria) machos e fémeas corados pelo método de Nissl. Eles descobriram
que algumas areas cerebrais relacionadas a aprendizagem e a produgao do canto
(HVC, LMAN, RA, area X) eram significativamente maiores, em volume, nos machos,
que cantam, do que nas fémeas, que normalmente ndo cantam. Esta descoberta
mudou o0 modo de pensar dos neurocientistas interessados em estudar diferengas

sexuais cerebrais, pois notou-se que era possivel relacionar alteragdes de estruturas
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ou fungdes neurais com alteracbes no comportamento; e desde entdo, tém sido
realizados varios estudos para investigar diferengas sexuais no sistema do canto de

aves.

No presente estudo, alteragcdes volumétricas do nucleo medular NXllts
envolvido na produgdo do canto foram quantificadas em machos e fémeas de
Myiozetetes cayanensis por meio da injecdo do tragador neuronal CTB associado ao
meétodo de Nissl. Verificamos que, em machos, os volumes estimados tanto da porgao
dorsomedial de NXIIts, quanto do nucleo inteiro, isto € a somatéria dos volumes das
porcdes dorsomedial e ventrolateral de NXllts foram maiores nos machos do que nas
fémeas. Quando comparamos o volume total de NXIlts de machos e fémeas,
observamos que o NXIllts dos machos foi duas vezes maior do que o das fémeas.

Nao existem estudos prévios semelhantes nesta espécie nem em outros
Suboscines. Contudo, em zebra finches (Oscines), estudos prévios também relataram
um comportamento dimérfico de NXIlts semelhante ao que encontramos em nosso
trabalho. Por exemplo, Wade e colaboradores (2002) relataram um volume total de
NXllts em machos cerca de 1,7 vezes maior do que nas fémeas. A mesma diferenca

também foi relatada por Roberts e colaboradores (2007).

Desde o estudo pioneiro de Nottebohm e Arnold (1976) sobre diferengas
volumétricas de areas telencefalicas relacionadas ao canto entre machos e fémeas,
diversos outros estudos comparativos sobre diferengas sexuais em passaros canoros
de diferentes espécies tém sido realizados. Estes estudos sugerem uma correlagéo
entre diferengas sexuais no cérebro e diferengas sexuais obsevadas no
comportamento do canto destes animas (MacDOUGALL-SHACKLETON e BALL,
1999; BALL et al., 2008).

Em espécies em que as fémeas normalmente ndao cantam como
Taeniopygia guttata (zebra finch) a diferenga volumétrica dos nucleos envolvidos na
produgéo do canto, entre machos e fémeas, é bastante acentuada (NOTTEBOHM e
ARNOLD, 1976; ARNOLD, 1980; GAHR e GUTTINGER, 1985; WADE e BUHLMAN,
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2000; BALL, 2016); esta diferenca tende a diminuir nas espécies em que a fémea
normalmente canta, porém menos do que os machos e este é o caso do Blue-capped
cordon bleu, por exemplo (GAHR e GUTTINGER, 1986; LOBATO et al., 2015) cujo
repertorio vocal do macho € duas vezes maior que o das fémeas. E como era de se
esperar, nas espécies em que machos e fémeas cantam igualmente a diferenca
volumeétrica, entre sexo, dos nucleos evolvido na produg¢ao do canto tende a ser ainda
menor (NOTTEBOHM e ARNOLD, 1976; BRENOWITZ et al., 1985; DEVOOGD et al.,
1991; BALL, 2016).

Contudo, esta logica ndo se aplicou ao nosso animal experimental, pois apesar
de macho e fémea cantarem em dueto e igualmente, observamos uma diferenca

acentuada no volume de NXIIts entre machos e fémeas.

Outros estudos, especialmente em espécies que cantam em dueto, levantaram
questionamentos a respeito da variagcdo morfolégica do sistema do canto e as
diferengas de comportamento entre machos e fémeas. Por exemplo, machos e
fémeas da espécie Laniarius funebris cantam em dueto e possuem repertério
semelhante tanto em tamanho quanto em complexidade, contudo os nucleos
relacionados a producdo do canto sao maiores nos machos do que nas fémeas. O
mesmo também foi observado na espécie Ploceus bicolor, em que machos e fémeas
cantam em dueto unissono, possuindo cantos idénticos. Em uma espécie de corvideo
(Corvus macrorhynchos), pertencente ao grupo dos Oscines, machos e fémeas
possuem cantos ndo usuais e até mesmo de dificil identificagdo, porém apresentam
comportamento do canto bem semelhantes e, mais uma vez, apesar da semelhanca
no comportamento do canto, o mesmo nédo se reflete na morfologia do sistema do
canto, uma vez que o volume dos nucleos que controlam a produc¢do do canto sao
maiores nos machos quando comparado com as fémeas (GAHR et al., 1998; GAHR
et al., 2008; WANG et al., 2009; BALL, 2016).

Achados como os mencionados acima sugerem que existem limitagées na
resposta adaptativa do sistema do canto a condigdes ecoldgicas, assim sendo, o

volume nuclear n&o parece ser a unica variavel que determina o comportamento do
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canto de uma ave, porém outras variaveis criticas que regulam o canto, como niveis
hormonais, numero de sinapses, expressao génica ou percepgao auditiva podem
responder de tal forma que cada sexo pode modificar seu comportamento do canto

conforme necessario.

5.3 EXISTE SISTEMA DO CANTO EM SUBOSCINES?

No meio cientifico, postulou-se que para que uma ave desenvolva um canto
aprendido ela necessita apresentar estruturas auditivas intactas (KONISHI, 1965), um
desenvolvimento vocal demorado (MARLER e PETERS, 1982) e uma circuitaria
telencefalica especializada que, além de inervar os nucleos medulares da respiragao

e vocais, deve ainda controlar a aquisicdo e a producao do canto aprendido.

Experimentos prévios de aprendizagem vocal demonstraram que Suboscines
podem desenvolver vocalizagbes espécie-especifica mesmo com audigéo
comprometida (KONISHI, 1963; DOUPE e KUHL, 1999). Estudos desenvolvidos em
Maria-fibius (Empidonax trailiiy e em papa-moscas-de-alder (Epidonax alnorum)
criados com tutores heteroespecificos, bem como em Sayornis phoebe que tiveram
sua coclea removida, revelaram que todos produziram canto adulto normal quando
comparados aos cantos de animais silvestres das mesmas espécies (KROODSMA,
1984; KROODSMA e KONISHI, 1991; TOUCHTON et al., 2014).

Ao longo dos anos, investigagdes neuroanatébmicas realizadas em algumas
espécies de Suboscines (Empidonax trailii, Epidonax alnorum, Sayornis Phoebe)
também mostraram que as espécies estudadas n&o possuiam nucleos telencefalicos
que controlam a aquisicdo do canto semelhante aos presentes em Oscines
(SIMPSON e VICARIO, 1990; BRENOWITZ et al.,, 1991 KROODSMA e KONISHI,
1991; JARVIS, 2004). Com base nesses achados, assumiu-se que Suboscines nao
sejam, portanto, aprendizes vocais.

Acredita-se que a via produtora do canto de Suboscines seja composta apenas
pelos nucleos mesencefalico (DM) e medular (NXllts) (FARRIES, 2001; JARVIS,
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2004; JARVIS, 2009). Portanto, a ndo existéncia de proje¢des do telencéfalo para os
nucleos mesencefalico e medular constituiria a razdo pela qual ndo haja aprendizado
vocal neste grupo de aves. Em Myiozetetes cayanensis, ndo identificamos nenhum
nucleo telencefalico; apenas o nucleo medular NXIlts, corroborando os achados
anteriores descritos na literatura. Nossos resultados sugerem a n&o existéncia de um
sistema do canto em Myiozetetes cayanensis, logo € muito provavel que esta ave n&o
possua canto aprendido. Contudo, mais estudos, nesta espécie, sdo necessarios para
qgue se possa fazer tal afirmacéo.

Contradizendo o paradigma estabelecido acerca dos Suboscines, entra em
cena uma pesquisa recente que mostrou, na espécie Sayornis Phoebe, a existéncia
de uma circuitaria rudimentar com um nucleo que apresenta propriedades
semelhantes ao do nucleo RA de Oscines (nucleo RA-like); demonstrou, também, que
lesbes nesta regido provocam alteragdes vocais muito parecidas com as alteragbes
causadas por lesdao no RA de Oscines (LIU et al., 2013). Uma regiao semelhante ao
RA de Oscines também foi descrita em rendadinho (Willisornis poecilinotus) através
de hibridizacao in situ (LIMA et al.; 2015).

Embora estudos como o de Liu e cols. (2013) e de Lima e cols. (2015) apontem
para a possivel existéncia de um sistema rudimentar de controle do canto em
Suboscines, o papel deste nucleo RA-like em Suboscines ainda € pouco
compreendido, pois ndo foi demonstrado nenhuma projecdo desta regido para o
nucleo motor vocal (NXIIts). Uma hipotese levantada é a de que este nucleo RA-like
talvez faga parte da circuitaria de processamento auditivo, pois se assemelha muito a
uma regiao que circunda o RA, em Oscines, chamada de “RA cup” (MELLO et al.,
1998; WILD et al., 2005); esta regiao mostra ativagao celular mediante a apresentagéo
do canto (MELLO e CLAYTON, 1994). Todavia nenhum estudo que suporte esta
hipétese foi efetuado até o momento.

Evidéncias que sugerem aprendizado vocal, como a variagdo geografica do
canto por exemplo, também tém sido propostas na araponga-da-nicaragua (Procnias
tricarunculata) (SARANATHAN et al., 2007; KROODSMA et al., 2013), em Chiroxiphia
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linearis (TRAINER e McDONALD, 1993; TRAINER et al., 2002), em Lipaugus
vociferans (FITZSIMMONS et al., 2008), em Contopus cooperi (ROBERTSON et al.,
2009) e em espécies de Suboscines traqueofones (IRESTEDT et al., 2002), porém os
substratos neurais envolvidos que expliquem tal comportamento ainda ndo foram
descritos. A evidéncia de aprendizado vocal nas espécies Chiroxiphia linearis e
Lipaugus vociferans, contudo, ndo parecem ser convincentes, sendo necessarios
mais estudos para ratificar os achados anteriores (TRAINER e PARSONS, 2001;
KROODSMA, 2011).

Diante de tudo o que foi exposto, fica a certeza de que € indispensavel a
realizagdo de mais estudos neste grupo de aves tdo diverso (composto por
aproximadamente 1150 espécies), ja que pesquisas experimentais que comprovem a
nao existéncia de aprendizado vocal em Suboscines ainda sdo bastante escassas se

compararmos aos milhares de estudos realizados em Oscines.
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6. CONCLUSAO

e As técnicas de injegao do neurotragador subunidade beta da toxina
colérica (CTB) e de coloragéo de Nissl foram eficazes na marcagao do
nacleo medular relacionado a produgdo de canto (porgao
traqueosiringeal do nudcleo hipoglosso - NXIlts) neste estudo
morfoldgico.

e A morfologia da porgéao traqueosiringeal do nucleo hipoglosso (NXllts) &
semelhante a encontrada em passaros Oscines ja anteriormente

descritos como o zebra finch (Taeniopygia guttata).

e Com base nos cortes resultantes dos experimentos de injegcdo do
tracador subunidade beta da toxina colérica (CTB) e contracorados com
Nissl, o NXllts de Myiozetetes cayanensis aparenta ser sexualmente
dimorfico, embora as fémeas desta espécie também cantem. Contudo
mais estudos comportamentais, relativos a frequéncia e a qualidade do

canto, sdo necessarios para corroborar estes achados anatémicos.

¢ Nao foram identificados nucleos telencefalicos que se assemelhassem
ao HVC e ao RA de Oscines por meio de nenhuma das técnicas

utilizadas.

e Aparentemente, ndo existe um sistema que controle a produgdo ou a
aquisicdo do canto em Myiozetetes cayanensis, levando-nos a concluir
que o canto desta espécie seja inato. Todavia mais pesquisas sao

imprescindiveis para que possamos confirmar os resultados obtidos.
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ANEXO |

Preparo das Solugdes para Coloragao de Nissl
1. Etanol 90%
Para o preparo de 100 ml de etanol a 90%, mistura-se 90 ml de alcool absoluto

com 10 ml de agua destilada.

2. Etanol 70%
Para o preparo de 100 ml de etanol a 70%, junta-se 70 ml de alcool absoluto a

30 ml de agua destilada.

3. Etanol 20%
Para o preparo de 100 ml de etanol a 20%, coloca-se 20 ml de alcool absoluto

em 80 ml de agua destilada.

4. Tionina 0,1%
Para o preparo de tionina 0,1%, misturava-se 250 mg de tionina em 250 ml de
agua destilada em misturador, até todo o soluto ser dissolvido.
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ANEXO I

Preparo de solugoes para a reagao de hibridizagao in situ radioativa
1. Acetato de amobnia 10M
Junta-se 770,8 mg de acetato de aménia (Sigma A-1542) em 1,0 ml DEPC-H,O

e armazenar em freezer com temperatura de -20° C.

2. DEPC-H20
Para cada 1,0 | de agua destilada, adiciona-se 1,0 ml de DEPCT(Sigma D-
5758)0 1,0 liter H2O 4est add 1,0 ml DEPC (Sigma D-5758). Misturar bem e incubar

overnight em temperatura ambiente. No dia seguinte, a mistura deve ser autoclavada.

3. Dextran a 50%
Para 20 ml de dextran a 50%, adicionar 10,0 g de dextran (Sigma D-8906),
completar com DEPC-H,0 até o montante de 20 ml. Em seguida, a solu¢ao deve ser

aquecida a 80°C até que o dextran seja completamente dissolvido.

4. Solucéo de Ditiotreitol (DTT) 4,0 M
Dissolvel 1,0 g de DTT (Dithiothreitol, Sigma D-9779) em 1,62 ml DEPC- H,0.

Armazenar em freezer com temperatura a -20°C.

5. Etanol 70%
Para o preparo de 20 ml de solugao, mistura-se 14 ml de etanol absoluto com
6 ml de agua DEPC.

6. Solugdo RNA Yeast
Para se obter 1,0 ml de solugéo, coloca-se 20,0 mg de RNA yeast (Sigma R-
6750) mais agua DEPC até completar 1,0 ml. Em seguida, a mistura é armazenada

em freezer com temperatura de - 20°C.
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7. Solugdo RNA-t-yeast
Para preparr 1,0 ml de solugéo, dissolve-se 50,0 mg de RNA-t-yeast (Invitrogen
15401-029) em DEPC-H,O até completar 1,0 ml de solugdo. Posteriormente, a

solugéo deve ser armazenada em freezer com temperatura de - 20°C.

8. Tampao de hibridizagdo-2x

Adiciona-se em um tubo de ensaio estéril de 50 ml: 2400 pl de NaCl 5 M, 200
pl de TrisHCI 1 M, 66 pl de solugao Ficoll 6%, 200 ul de solugao BSA 2%, 66 ul de
solugao PVP 6%, 40 yl de EDTA 0,5 M, 200 pl de DNA de salméo, 500 pl de solugéo
RNA-yeast, 20 pl de solugaoYeast-t-RNA-Solution, 4000 ul de solugao Dextran 50%,
2308 pl de agua DEPC.

Misturar bem e dividir em aliquotas de 0,5 ml, utilizando ependorfs estéries. Por

fim, armazenar as aliquotas em freezer com temperatura de -20°C.

9. Solugéao Ficoll 6%

Para o prepro de 1,0 ml de solugéo Ficoll 6%, deve-se misturar 60,0 mg de
Ficoll (Sigma F-2637) em DEPC-H,0 até completar 1,0 ml. Armazenar a mistura a -
20°C.

10. Tiosulfato de sodio 10%
Diluir 100 mg de tiosulfato de sédio (Sigma S-1648) em agua DEPC-até atingir
o total de 1,0 ml de solug&o. Armazenar em freezer com temperatura de -20°C.

11. Solugao Polivinilpirolidona (PVP) 6%
Adicionar 0,6 g de PVP (Polyvinylpyrrolidone, Sigma P-5288) em 15 ml PP-vial
e em 10 ml de agua DEPC-H0.

12. rCTP 0,1 mM

Dissolver 1,0 pyl de rCTP 10 mM (Promega P114B) ou de Riboprobe
Combination System SP6/T7 (Promega P 1460) em 99,0 ul de agua DEPC. Guardar
a solucado em freezer -20°C.
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13. INTP-Mix 2,5 mM

Misturar 100 ul de rATP 10 mM com 100 pl rGTP de10 mM, 100 pl de rUTP 10
mM e 100 ul de agua DEPC. Armazenar a -20°C.

Algumas das solugdes utilizadas ja sdo vendidas prontas para o uso e sdo as
seguintes: solugdo de BSA a 2% (Sigma B-8894); solugdo de DNase (Promega
M610A ou P1460); solugao de ditiotreitol a 0,1 M (Promega P117B), solugéao de 0,5 M
EDTA (Sigma E-7889); etanol absoluto (Rotipuran 99,8 p.A.); solugédo de NaCl 5 M;
polimerase SP6 (Promega P108B), T7 (Promega P207B) ou Riboprobe Combination
System SP6/T7 (Promega P 1460); solucdo RNasina (Promega N251A); DNA de
salmao; solugao SDS 10% (Invitrogen 15553-027); Tris-HCI 1M (Sigma T-2663);
solugéo de TSC 5x (Promega P118B).
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ANEXO Il

Protocolo de imunohistoquimica em secgoes free-floating (FAUNES e WILD,
2017)

1. Lavagem com PBS 3x (10 minutos cada) para retirar o tissue-tech;

2. Incubar 15 minutos em solugao H,0O, 0,3% em PBS-Metanol 1:1;
Para 20 ml: - 10 ml PBS

- 10 ml Metanol
- 600 pl H202 (10vol) ou 200 pl (30 vol)

3. Lavagem em PBS 3x (10 minutos cada);

4. Incubar 1h em solugao de bloqueio.

Solugéo de bloqueio: Normal Horse Serum ou Normal Donkey Serum ou
BSA 2% em PBST (0,3% triton x100 em PBS, ou seja 3ml de triton por
litro de PBS).

Para 20 mi:
- 400 pl NHS ou NDS ou BSA
- 19600 pl PBST5.

5. Incubar overnight em anticorpo primario diluido em solugcdo de bloqueio em
agitagdo suave (com um shaker). Este passo pode ser em temperatura
ambiente (em torno de 25°C);

6. Lavagem em PBS 3x (10 minutos cada);

7. Incubar 2h em anticorpo secundario diluido em PBST;

8. Lavagem em PBS 3x (10 minutos cada);

9. Incubar 1h em neutravidina diluida 1:1000 em PBST;

10. Lavagem em PBS 3x (10 minutos cada);

11. Incubar por 1-2 minutos em solugao de DAB;

12. Acrescentar umas gotinhas de solugdo H>O, 1>100 em agua destilada,

agitando suavemente. A H>O; vai iniciar a reacdo e o DAB vai comecgar a se

depositar.

13. Lavagem em PBS 4x (10 minutos cada).
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ANEXO IV

Protocolo de desidratacao

1. Passar as laminas por bateria de alcool crescente, por 2 minutos em cada
alcool.
As concentragdes do etanol podem ser por exemplo 50% -> 75% -> 90%
->100% | -> 100% II.

2. Incubar as laminas em Xilol e deixar 1h.

3. Cobrir o tecido com meio de montagem (e.g., Permount, Entellan) e laminula e
deixar para secar.



