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Resumo

Apo0s a reproducdo na tundra artica superior, 0s macaricos acometidos pela inquietacdo migratoria
tracam uma rota preliminar herdada e utilizam bussolas naturais, mapas e marcos visuais, até alcancar,
ainda no hemisfério norte, sitios de parada que dispdem dos recursos nutricionais necessarios ao
rapido e elevado ganho de reservas energéticas, tal como acontece na Baia de Fundy-Canada. Apés
esse sitio de parada que é utilizado por 75 % da populacdo de Calidris pusilla, a experiéncia
migratdria outonal de longa distancia continua com voos de 6 dias ininterruptos sem escala sobre o
Atlantico até que essas aves chegam a Ameérica do Sul e depois na ilha de Canela — Brasil. Para testar
a hipétese de que o processo migratorio de longa distancia influenciaria a neurogénese, nimero de
astrécitos GFAP positivos e a ativacdo de genes de expressdo rapida capturamos 12 individuos em
plena atividade migratoria na Baia de Fundy e 9 individuos na llha de Canelas no Brasil. Apds a
imunomarcacao seletiva para neurénios maduros (NeuN), neurbnios imaturos (Dcx), astrocitos
(GFAP), e ativacdo neuronal por genes de expressao rapida (c-Fos) quantificamos esses marcadores
na formacdo hipocampal e comparamos resultados dessa quantificagdo dos individuos em migracéo
(Baia de Fundy) com aqueles em periodo de invernada (llha de Canela). Para tanto utilizamos
analises estereoldgicas gquantitativas que permitiu estimar o total de células, o numero de células
ativas, o numero total de astrécitos e de neurbnios novos e maduros. Para verificar se as diferengas
encontradas eram estatisticamente significativas empregamos o teste t Student. Nossos resultados
confirmaram que a migragdo outonal provocou mudancgas hipocampais em Calidris pusilla. Apés a
migracdo detectamos que a formacao hipocampal possui volume maior e mais neurénios novos em
contrapartida, menos células ativadas e menor nimero de astrocitos. Entretanto, esse processo ndo
influenciou o numero de células totais e de neurénios maduros. Sugerimos que a diferenca encontrada
entre o volume e nimero de neurdnios novos, dos individuos em plena migracdo e apds o0 processo
ter sido concluido, possivelmente ocorreu em fungédo do processo migratorio em combinagdo com as
condicbes encontradas durante o inicio do periodo invernada. O presente trabalho demonstra pela
primeira vez que as aves marinhas migratérias de longa distancia oferecem janela de oportunidade
Unica para investigar muitas questdes relacionadas a neurobiologia celular da migracdo de uma forma
geral, e em particular, sobre a plasticidade neural associada a funcdo da neurogénese do hipocampo
adulto das aves. Futuramente pretendemos monitorar a neurogénese nessa espécie durante todo o
periodo de invernada.

Palavras chaves: neurogénese, c-Fos, genes de ativacdo imediata, astrocitos GFAP, duplacortina,
hipocampo, aves limicolas.



Abstract

After breeding in the upper Arctic tundra, shorebirds affected by migratory restlessness trace an
inherited preliminary route and use compasses, maps and visual landmarks, until they reach, in the
northern hemisphere, stopover sites that have the necessary nutritional resources for fast and high
gain of energy reserves for migratory journey, as in the Bay of Fundy-Canada. Following this
stopover site that is used by 75% of the population of Calidris pusilla, the long-distance autumn
migratory experience continues with uninterrupted 6-day non-stop flights over the Atlantic until these
birds reach South America and then the island of Canela-Brazil. To test the hypothesis that the long-
distance migratory process would influence neurogenesis, astrogenesis and activation of earlier-
expression genes, we captured 12 individuals in full migratory activity in the Bay of Fundy and 9
individuals in the Island of Canela in Brazil. After selective immunostaining for mature neurons
(NeuN), immature neurons (Dcx), astrocytes (GFAP), and neuronal activation by early genes (c-Fos),
we quantified these markers in the hippocampal formation and compared the results of this
quantification of the individuals in migration (Bay of Fundy) with those of wintering birds (Canela
Island). We used quantitative stereological analyzes to estimate the total number of cells of
hippocampal formation, number of active cells, total number of astrocytes and young and mature
neurons. To verify if the differences found were statistically significant, we used the Student t test.
Our results confirmed that autumnal migration alone, caused hippocampal changes in Calidris
pusilla. After migration, we detected that the hippocampal formation has fewer activated cells and
fewer astrocytes, more new neurons and greater relative volume in the quantified hemisphere (left
hemisphere). However, this process did not influence the number of total cells and mature neurons.
We suggest that the difference found between the volume and number of new neurons, of the full
migration and wintering individuals, possibly occurred due to the migratory process in combination
with local conditions found during the beginning of the wintering period. Taken together our findings
demonstrate long-distance migratory shorebirds offer a unique opportunity to investigate many issues
related to the cellular neurobiology of migration in general, and, on the neural plasticity associated
with hippocampal neuronal and neurogenesis in adult birds.

Key words: neurogenesis, c-Fos, early expression genes, GFAP astrocyte, doublecortin,
hippocampus, sandpiper.
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Figura 11. Fotomicrografia de seccdo coronal da formacdo hipocampal de Calidris pusilla, mostrando
astrocitos GFAP positivos, pds-migragdo. (A) objetiva de 4x, escala 500um (B)objetiva 100xum, escala
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INTRODUCAO
1.1. Aves Migram Longas Distancias Sazonalmente para Encontrar Habitats Adequados

a Sobrevivéncia

Com a proximidade do outono boreal, milhdes de aves deixam todos os anos, suas areas de
reproducao em direcdo a América do Sul (Barnea, Anat e Pravosudov, Vladimir, 2011). Fugindo do
inverno, partem em busca de locais com disponibilidade de alimento e temperaturas mais amenas, as
areas de invernada. Nesse voo em dire¢do ao hemisfério Sul, seguem um trajeto ao longo da costa
leste ou oeste maritima do continente onde se distribuem e passam a maior parte do seu ciclo de vida
(Antas, 1983). Durante a primavera e 0 verdo retornam as areas de reproducédo, (Harrington et al.,
1986). Muitas delas com migracgdes sazonais regulares retornam aos mesmos locais de invernada,
reproducao, e sitios de parada, em anos sucessivos, mantendo-se fieis a esses habitats (Hansson et al.,
2002).

O Brasil esta na rota de muitas espécies de aves migratorias, tanto de visitantes meridionais,
aves Neotropicais, que se reproduzem em areas do hemisfério sul; como setentrionais, aves Nearticas,
que se reproduzem no hemisfério norte (Azevedo Juanior e Larrazdbal, 1994). Dentre 0s
deslocamentos de aves no Brasil, destacam-se as migrac6es no inverno do hemisfério Norte (inverno
boreal) e no inverno do hemisfério Sul (inverno austral) (Sick, 1983). As migrac6es em direcdo ao
Hemisfério Sul comecam até meados de agosto, logo apds a reproducdo, continuando até meados de
novembro e o regresso ao Hemisfério Norte abrange o periodo de fevereiro até meados de maio
(Rodrigues, 2006).

A Regido norte do Brasil é a porta de entrada dos migrantes setentrionais no pais (Azevedo
Junior e Larrazabal, 1994); sdo milhares de individuos que chegam e utilizam essas areas para pouso
e alimentac&o, logo apos o periodo reprodutivo (Sick, 1983). Dessa forma, a Amazonia e zona costeira
da Regido Norte e Nordeste sdo locais com muitos registros de espécies migratorias do Hemisfério
Norte. Foram registradas cerca de 40 espécies pertencentes as familias Jacanidae, Rostratulidae,
Haematopodidae, Charadriidae, Scolopacidae, Recurvirostridae, Burhinidae e Laridae, que vém a
procura de locais de invernada onde encontram alimentacgéo farta, propiciando a garantia de engorda,
adquirindo, dessa forma, energia suficiente para efetuar as mudas e retornar ao seu sitio de reproducao
(De Azevedo Junior et al., 2001).

Os habitats selecionados pelas aves migratorias ao longo de suas rotas sdo diversos e estdo
relacionados aos habitos alimentares, disponibilidade de recursos e taticas de forrageamento. Devido
a distribuicdo ndo-continua desses recursos, as espécies migrantes geralmente se concentram em areas
especificas. Esses locais tém importancia fundamental para conservacao dessas espécies, uma vez
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que, ao realizarem grandes migracgdes, elas necessitam de areas adequadas para trocarem as penas, se
alimentarem e adquirir as reservas energeéticas necessarias a continuacao das longas viagens (Myers.
et al., 1985; Morrison e Ross, 1989). S&o bons exemplos de regiGes com essas caracteristicas, 0
salgado no nordeste paraense, a costa do Amapa e reentrancias maranhenses na Regido Norte; no
Nordeste — a costa do Rio Grande do Norte, Pernambuco, Sergipe e Bahia; e ao Sul — a regido do
Parque Nacional da Lagoa do Peixe-RS.

Nesses locais, as familias Charadriidae e Scolopacidae correspondem ao grupo de aves com a
maior representatividade de espécies migrantes setentrionais, que se caracterizam pela reunido em
grandes agrupamentos e realizacdo de longas jornadas continentais, algumas vezes deslocando-se
para pontos extremos do continente americano. Em sua maioria, deslocam-se acompanhando regides
costeiras, onde sdo encontrados sitios com grandes concentracGes de individuos. (Antas, 1983; Sick,
1983; Azevedo Junior e Larrazabal, 1994; Rodrigues, 2000; De Azevedo Junior et al., 2001; Telino-
Junior et al., 2003; Lyra-Neves et al., 2004; Rodrigues, 2006).

Anualmente vérias espécies de passaros migrantes setentrionais ocupam a peninsula
Bragantina ao nordeste do estado Para, onde sdo encontradas principalmente em areas de manguezal,
dentre as quais o Calidris pusilla (Figura 1), um macarico migrante de longa distancia que se reproduz
no Artico e realiza intensa migracio anual outonal para a América do Sul.

Atraveés de rastreamento por geolocalizagdo de um individuo nascido em Coats Island no
Avrtico canadense foi observado um voo sem escalas, de seis dias, de um sitio de parada na Baia James
até o delta do Orinoco, na fronteira da Venezuela com a Guiana, seguido de 11 dias de voos com
escalas para o Norte do Brasil onde passou o inverno (Brown, Stephen, 2014). Esse registro
demonstrou que seu trajeto migratorio incluiu um voo de 5.300 quilémetros sobre 0 Oceano Atlantico
em direcdo a America do Sul (Brown, Stephen, 2014). Aproximadamente 75% da populacdo mundial
de C. pusilla fazem uma parada durante a migracdo de outono em outro sitio de parada, a Baia de
Fundy, no Canada, ao em vez da Baia James. E na Baia de Fundy que os péssaros se alimentam em
grande escala para aumentar suas reservas de gordura, chegando a dobrar seu peso corporeo em duas
semanas, a fim de fornecer a energia necessaria ao exercicio continuo e intenso durante o voo
transatlantico sem escalas (Weber, 2009)

Para migrar longas distancias é necessario que as aves obtenham, processem e integrem
informag@es sensoriais a partir de um grande nimero de pistas no ambiente (Mouritsen, Henrik et al.,
2016). Essas informac@es sdo providas pelo uso da bussola magnética e celestial, marcos visuais e
geometria espacial assim como das informacdes de origem olfatdria e magnética. A migracéo de
longa distancia é altamente exigente em muitos aspectos do ciclo de vida de um passaro. Além do

imenso esforgo fisiologico necessario para viajar em grandes distancias geograficas, as aves também
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devem evitar a predacdo, minimizar competicdo por recursos, superar condi¢des climaticas adversas
e navegar e orientar com precisdo (Arlestam e Arkesson, 2003). Na verdade, varios estudos
exploraram a importancia da aprendizagem e experiéncia de navegacao precisa em aves migratorias
(Thorup et al., 2007).

Figura 1. A espécie estudada, no sitio de parada Baia de Fundy — CA (A) e no sitio de invernada Ilha
de Canela — BR, escala 2cm, (B). Foto David Sherry. (C) Mapa com rota migratdria (linha tracejada)

e 0s pontos de captura (circulos preenchidos)
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Elaborado por Cesar Diniz a partir da rota de (Brown, S, 2014)
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1.2 Navegacao de Longa Distancia em Aves Migratorias Requer Habilidades Cerebrais

Integradas na Formacéo Hipocampal

Acredita-se que as informacGes multissensoriais necessarias a navegacao sao integradas no
hipocampo (Figura 2) em funcédo de suas conexdes com as estruturas que representam os mapas e as
bussolas necessarias ao controle da direcdo durante o voo (Mouritsen, Henrik et al., 2016). Durante
a migracdo o hipocampo das aves tambem é utilizado para aprender e lembrar a rota de migragdo e
os locais de paragem necessarios ao reabastecimento das reservas de energia (Healy, S. D. et al.,
1996; Mettke-Hofmann, C. e Gwinner, E., 2003). O hipocampo parece igualmente essencial a
recuperacdo dos detalhes dos habitats de reproducdo e invernada, ja que ambos parecem ser
reutilizados anualmente envolvendo portanto aprendizagem e meméria (Chilton, 1995). E nesses
habitats o hipocampo também € necessario para codificar, armazenar e recuperar informac6es sobre
localizagOes espaciais, de onde encontraram parceiros, alimento, agua, esconderijo, ou locais de

repouso bem como lembrar os locais forrageados, onde houve riscos, predacdo (Best et al., 2001).

Figura 2. Vias para o hipocampo que pode armazenar, integrar e recuperar informag6es sobre
diferentes fluxos sensoriais (visdo, olfacdo, magnético) bem como mapas (magnético) e bussolas
(celestes-sol/estrelas e magnética). AbreviacOes: CDL, corticoidea dorsolateralis; Ei, entopallium
internum; Ep, entopallial belt; HA, hyperpallium apicale; HD, hyperpallium densocellulare; HI,
hyperpallium intercalatum; IHA, interstitial nucleus of the HA; MD, mesopallium dorsale; NB,
nucleus basalis; NFL, nidopalliu frontolaterale; NFT, trigeminal part of the nidopallium frontale;
NIL, nidopallium intermedium laterale; OB, olfactory bulb. Elaborado por Mouritsen, Henrik et
al. (2016). e g

A

Cluster N

! Vision/celestial compasses
Magnetic compass

M Trigeminal magnetic map
Olfaction

Elaborado por Mouritsen, Henrik et al. (2016).
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Adultos de algumas espécies de aves utilizam representacdo espacial aprendida do seu
ambiente, para se orientar durante a navegacao, e este aprendizado é dependente do hipocampo
(Bingman e Able, 2002). Ha evidéncias também do envolvimento do hipocampo nos componentes
espaciais e de navegacdo da migracdo de média distancia referida em inglés como homing. Homing
é uma expressao inglesa usada para caracterizar a habilidade de determinadas espécies de encontrar
0 caminho de volta para casa depois de se afastar dela por distancias variaveis (Healy et al., 1996;
Bingman e Able, 2002; Pravosudov, V. V. et al., 2006). O hipocampo parece ser importante para
aperfeicoar a volta para casa (homing) (Strasser et al., 1998). De um modo geral portanto, as aves
migratdrias parecem usar um complexo sistema de navegacdo em que a aprendizagem e a memoria
hipocampo-dependentes parecem essenciais (Mettke-Hofmann, C. e Gwinner, E., 2003).

Alguns estudos sugerem que as aves adultas migratorias de longa distancia, usam uma
representacdo espacial aprendida do seu ambiente em vez de um mecanismo puramente inato para
navegar durante a migracdo (Thorup et al., 2007). Mesmo que aves ainda jovens utilizam um sistema
de navegacdo "simples”, conhecido como estratégia de navegagao por vetor, que requer apenas uma
direcdo migratdria herdada, um reldgio circanual e pelo menos uma bussola (Mouritsen, 2003). Em
contrapartida os passaros mais velhos usam um sistema de orientacdo mais complexo baseado na
memoria e aprendizado de mdltiplos sistemas que operam de forma integrada e dependem do
hipocampo para formagdo e recuperagdo de memorias de longo prazo associadas & migracao
(Mettke-Hofmann, C. e Gwinner, E., 2003). O comportamento migratdrio em adultos esta associado
a neurogénese mantida ou aumentada e a producdo diferencial de novos neurdnios pode ser o
mecanismo que sustenta mudancas na arquitetura do hipocampo entre aves migratorias e nao
migratdrias adultas (Ladage et al., 2011). E mesmo que a neurogénese diminui com a idade, uma vez
que 0s juvenis, independentemente do estado migratdrio, apresentam niveis de neurogénese
semelhantes e superiores aos adultos ndo migratorios, as aves migrantes adultas podem aumentar ou
manter estacionalmente niveis de neurogénese comparaveis aos encontrados em juvenis (Ladage et
al., 2011).

A experiéncia migratéria provoca aumento relativo no volume do hipocampo e no nimero
total de neurdnios de Sylvia borin, mas permanece desconhecido se a memdria € afetada pela
experiéncia migratoria e se as especies migratorias tem ou ndo uma memaria melhor e um hipocampo
maior do que as espécies ndo migratdrias (Healy, S. D. et al., 1996). Foram encontradas diferencas
na memdaria e na densidade de neurénios do hipocampo, mas ndao no volume do hipocampo entre
espécies migratorias e ndo migratérias de Junco hyemalis ou seja melhor memaria espacial (Cristol,
D. A. etal., 2003). Mettke-Hofmann e Gwinner (2003) encontraram diferencas na memdria de longo

prazo entre as espécie Sylvia borin (migratdria) e Sylvia melanocephala (ndo migratoria), mas nao
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ficou claro se essas diferengas foram relacionadas as diferencas no hipocampo e que tipo de memdria
foi afetada pelo comportamento migratorio.

De acordo com Pravosudov, Kitaysky, et al.(2006) a espécie migratoria Zonotrichia
leucophrys gambelii possui memaria espacial melhor e mais neurénios no hipocampo em relagéo ao
seus coespecificos que ndo realizam migracéo, o que sugere que a migracdo pode envolver memdria
espacial. Além disso esses autores sugerem que especificamente o hipocampo direito, parece
codificar pistas espaciais globais, que podem estar envolvidos no comportamento migratorio. No
entanto, existem outros fatores ndo relacionados ao comportamento migratério, que parecem
associados a diferencas registradas na memdria e no hipocampo entre subespécies migratorias e ndo
migratorias de pardal. Esse Gltimo resultado é interessante porque o hipocampo direito foi
especificamente implicado no processamento de informacdes espaciais globais, enquanto que o
hipocampo esquerdo parece estar envolvido na codificacdo de informacdes espaciais sobre o local,
pistas visuais, e reconhecimento de objetos especificos (Kahn e Bingman, 2004). Isso sugere que
ambos os hipocampos direito e esquerdo estdo envolvidos, no processamento da memoria espacial
mas sua importancia relativa para a funcdo de memdria ndo esté totalmente clara (Kahn e Bingman,
2004).

1.3 Padrdes de Ativacdo de Genes de Expressdo Répida na Formagdo Hipocampal em
Resposta a Experiéncia Comportamental

Apesar de evolutivamente homologos, partilhando muitas das mesmas funcbes espaciais e
mnemaonicas, o hipocampo dos passaros e dos mamiferos sdo anatomicamente muito diferentes, com
320 milhdes de anos de divergéncia evolutiva (Sherry et al., 2017). Ao longo de toda a vida, a
experiéncia sensorial gera atividade neuronal que desempenha papel essencial no desenvolvimento
adequado das fungdes dos circuitos neurais.

,0s IEGs (immediate early genes) também foram utilizados para reportar atividade neuronal,
fazendo uso de sua rapida inducdo por experiéncias comportamentais (Vann et al., 2000).

A diferenga do nimero de neurdnios c-Fos positivos entre sub-regides hipocampais da suporte
a ideia de que subcampos do hipocampo ao longo do circuito tri sinaptico hipocampal dos mamiferos
podem contribuir com fungdes distintas e complementares. De fato, outros estudos mostraram
dissociacao funcional ao longo do eixo septo temporal, em resposta ao rearranjo espacial de estimulos
visuais (Jenkins et al., 2004). Ou em resposta a uma nova configuracdo de estimulos visuais familiares
(Amin et al., 2006) em que o0 nimero de neurdnios c-Fos-positivos aumentaram na regido dorsal, mas
nédo na regido ventral. Da mesma forma, o treinamento de tarefa de memaria espacial em um labirinto
de braco radial induziu maior ativagéo de c-Fos no hipocampo dorsal (Vann et al., 2000). Além disso,

registrou-se apés exploracdio de um novo ambiente, a expressdéo de Arc (activity-
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regulated cytoskeleton-associated protein) (Guzowski et al., 1999) no hipocampo dorsal e apds
treinamento em um labirinto aquético de Morris 0 aumento da expressdo de c-Fos e zif268 (zinc
finger protein 225) (Guzowski et al., 2001) no hipocampo dorsal.

Em sintese a regulacdo da expressdo IEGs no hipocampo ocorre por interaces entre o
comportamento e os sistemas cerebrais associados de forma especifica. Os IEGs s&o induzidos no
hipocampo ap6s a experiéncia comportamental num novo ambiente (Arc) (Guzowski et al., 1999;
Vazdarjanova et al., 2002); em um labirinto aquatico (Arc, zif268 e c-Fos) (Guzowski et al., 2001);
em um labirinto de braco radial (c-Fos) (Vann et al., 2000); recuperacdo de memoria de medo (zif268)
(Hall et al., 2001). Assim o hipocampo dorsal se mostra essencial para navegacédo espacial, enquanto
que o hipocampo ventral se relaciona principalmente com o0s aspectos ndo-espaciais do
comportamento (Kubik et al., 2007). Essa ideia é consistente com os trabalhos que sugerem que o
hipocampo desempenha multiplas fungdes (Riedel et al., 1999; Micheau et al., 2004; Kubik e Fenton,
2005).

A formacdo hipocampal é uma das regifes cerebrais conhecidas por participar da navegacéao e
tarefas de orientacéo espacial (Herold et al., 20015; Bingman et al.,1998). Em aves os genes de ativagao
imediata foram utilizados para mapear a ativacao do hipocampo durante a orientacdo espacial. E dentre
0s genes de expressdo imediata, o c-Fos pode ser considerado um dos marcadores mais populares para
0 mapeamento de circuitos neurais funcionais envolvidos no processamento de informagdes sensoriais
devido a sua rapida expressdo, bem como a sua capacidade de resposta a uma ampla gama de estimulos.
Sabendo que essa proteina € amplamente expressada quando a bdssola magnética € usada para orientar
a migracdo (Mouritsen et al., 2004) tanto quanto sabemos que essas células sdo igualmente mais
responsivas quando o contexto espacial é repetido (Sherry et al., 2017). Finalmente é bom lembrar que
0s neurdnios da formacdo hipocampal alteram taxas de disparo (Vargas et al., 2006), e aumentam a
atividade neuronal (Wu e Dickman, 2011; Keary e Bischof, 2012) em resposta as mudancas no campo
magnético. E se ha mudancas na intensidade do campo ocorre aumento correspondente na intensidade
da atividade neuronal na formagéo hipocampal (Németh et al., 2016). Portanto, experiéncias com IEGs
mostrando mudancas significativas nos padrdes de ativagdo hipocampal confirmam o papel do
hipocampo na navegacdo espacial (Smulders e Devoogd, 2000; Mayer e Bischof, 2012). Independente
se a resposta esta relacionada ao armazenamento de memoria ou aumento da atividade neuronal em
resposta a mudancas no campo magnético (Keary e Bischof, 2012; Mayer e Bischof, 2012).

Os animais que tém maior dependéncia de aprendizado espacial e de memdria tendem a ter
um hipocampo maior, com mais neurénios nessa area, bem como, maior neurogénese (Krebs et al.,
1989; Ladage et al., 2010) e maior numero de microglias (Diniz et al., 2016). No entanto, 0

mecanismo subjacente a manutencdo do volume aumentado do hipocampo e nimero de neurénios
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em aves migratdrias ndo esta resolvido. Uma possibilidade seria a de que o aumento no volume do

hipocampo pode ser resultado da adigdo de novos neuronios (Ladage, Lara D et al., 2011).
1.4 Processo de Neurogénese da Formacao Hipocampal

A adicdo de novos neurbnios na formacdo hipocampal ocorre através do processo de
neurogénese. Em mamiferos as células tronco neurais, num dos nichos neurogénicos da zona
subgranular do giro denteado ddo origem as células progenitoras neurais, expressam a nestina e a
proteina glial acida fribilar e possuem proliferacéo limitada diferenciando-se em neurdnios ou células
gliais (Aimone et al., 2014) que se inserem-se aos circuitos existentes migrando curtas distancias
(Encinas e Sierra, 2012). Para que a maturidade morfoldgica de neurbnios recém—nascidos seja
alcangada decorrem em geral 2 meses, sendo que ao longo desse tempo algumas proteinas deixam de
ser expressas e outras comecam a ser expressadas, e.g. GFAP, Sox2, Ki67, Nestina, Dcx, PSA-
NCAM, Calretina, Calbidina e NeuN (Seri et al., 2001; Kempermann et al., 2004; Kempermann,
2006; Duan et al., 2008). O processo de maturacdo em adultos é mais demorado provavelmente
devido a diferencas entre o nicho local de neurogénese adulta e neonatal, contribuindo para uma
velocidade de maturacéo diferente (Zhao, C. et al., 2006).

Comparados a células granulares maduras, os novos neurénios exibem alta plasticidade
sinaptica durante estagios especificos do desenvolvimento (Schmidt-Hieber et al., 2004; Ge, Yang,
et al., 2007). Sete semanas apds a divisdo, 0s novos neurbnios exibem propriedades eletrofisioldgicas
de neurdnios maduros, como disparo de potenciais de acdo (Mongiat e Schinder, 2011), podendo ser
finalmente integrados a circuitaria hipocampal. As células ndo recrutadas para maturacdo sao
eliminadas por apoptose (Dayer et al., 2003; Zhao, S. et al., 2006). Quando integrados ao circuito, a
excitabilidade dos neurdnios imaturos pode contribuir para a remodelagéo dos circuitos do hipocampo
(Doetsch e Hen, 2005) e essa é apenas uma das muitas funcdes propostas para a neurogénese do
hipocampo adulto.

Neurdnios recém-nascidos se mostram distintos dos maduros pois exibem uma elevada
resisténcia de entrada (Esposito et al., 2005), recebem menos inibicdo (Li et al., 2002), e
consideravelmente maior plasticidade sinaptica de suas aferéncias glutamatérgicas (Schmidt-Hieber
et al., 2004; Ge, Pradhan, et al., 2007). Devido a estas propriedades, neurénios novos tem limiares de
excitacdo menores do que neurénios maduros (Esposito et al., 2005; Mongiat et al., 2009; Mongiat e
Schinder, 2011), e, assim, em resposta a inputs pré-sinapticos, as sinapses formadas por neur6nios
recém-nascidos nos terminais multisinapticos podem ser mais dindmicas do que as sinapses
existentes. Se isso ocorrer durante 0 periodo critico de maturacdo, pode permitir que 0S Novos
neurdnios recentemente integrados contribuam para o processamento de informacdes. Por possuir
maior dinamica, as sinapses jovens podem permitir novas projecdes e posteriormente, com a
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maturidade alcangada promover retragdo das espinhas que ndo formaram novas sinapses em
neuronios maduros (Toni e Sultan, 2011).

Os novos neurbnios sdo responsaveis por determinadas propriedades especiais do circuito
local (Snyder et al., 2001; Schmidt-Hieber et al., 2004; Ge, Yang, et al., 2007). Se houver um
bloqueio da neurogénese ocorre menor amplitude da resposta evocada pela via perfurante (Lacefield
et al., 2012). A partir de modelos computacionais € possivel inferir que a adigdo de novos neurdnios
pode alterar propriedades de redes neurais tendo sido sugerido diferentes fun¢des para 0s novos
neurdnios em diferentes estagios de maturacdo neuronal (Aimone et al., 2014).

A substituicdo neuronal tém sido interpretada como responsavel por mudangas
comportamentais dependentes de aprendizado e memoria, tanto quando de fun¢Bes emocionais
(Gould et al., 1992; Cameron et al., 1993). Da mesma forma tem sido usado para estipular os limites
provaveis da capacidade que um cérebro tem de codificar novas memorias (Nottebohm, 2002Db).

O grande namero de sinapses formadas em cada neur6nio e cada um fornece a flexibilidade
para uma atualizagdo constante e praticamente ilimitada da informacéo (Bailey e Kandel, 1993). No
entanto, uma teoria de aprendizagem baseada em plasticidade sinaptica ndo previu a necessidade de
substituir os neurénios adultos saudaveis por outros neurénios do mesmo tipo, e assim algum elo
dessa cadeia deve ter passado despercebida (Nottebohm, 2002a). As sinapses sdo instrumentos
fundamentais para consolidacao de aprendizado e memaria de longo prazo (Bailey e Kandel, 1993).
A aprendizagem e memorizacdo sazonal de cangdes ou o armazenamento de alimentos e sua
recuperacgao por passaros que os estocam em esconderijos distribuidos na floresta poder ser facilitada
pela chegada de novos neurdnios possibilitando a consolidacdo dos novos aprendizados e memoria
relacionadas (Nottebohm, 2002b).

Mudangas permanentes na expressdo génica podem ser mais adequadas para determinar a
forma, nimero e propriedades das sinapses de um neurdnio e, portanto, a maneira em que esse
neurdnio interage com os outros e com o ambiente (Begum e Sng, 2017; Yoo et al., 2017).

Considerando que mudancas permanentes na expressao dos genes codificam memorias de
longo prazo, e que a aquisicao destas memorias sdo em ultima instancia uma etapa final e irreversivel
da diferenciacéo celular, entdo o neurénio inteiro, ndo apenas a sinapse, pode ser considerado uma
unidade de aprendizagem e o numero de neurbnios disponiveis para 0 armazenamento de novas
mem©rias de longo prazo seria inversamente relacionado com o numero de memorias previamente
adquiridas (Barnea, 2009). Esse mecanismo remete a uma fung¢ao importante da neurogénese sobre o
aumento da capacidade de aprendizado e armazenamento de novas informacdes. Além disso, 0 uso
da memoria espacial e aprendizagem tem sido mostrado por afetar a neurogénese do hipocampo em

mamiferos e aves (Greenough et al., 1999; Leuner et al., 2006; Ladage, L. D. et al., 2011).
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Podemos dizer entdo que a necessidade elevada de adquirir novas informagdes em regifes
cerebrais relevantes promove o recrutamento de novos neurénios (Nottebohm, 2002). Com propésito
de facilitar a plasticidade cerebral, esse recrutamento, pode desempenhar um papel importante na
aquisicdo de novas memorias em invertebrados (Bridges e Grattan; Lomassese et al., 2000) e
vertebrados (Branea e Pradosudov, 2011). Em animais adultos, a exposi¢éo a novas informagoes tem
sido correlacionada positivamente com o aumento do recrutamento de novos neurbnios em seus
cerebros (Barnea e Pradosudov, 2011; Zhao e Gage). Embora esta exposicdo que esta ligada ao
recrutamento de novos neurdnios, possa se manifestar em muitas maneiras ao longo e em funcgéo da
histdria de vida de um animal bem como dos desafios que enfrenta (Chancellor et al., 2011; Patel e
Krebs, 1997).

Em aves aprender poderia ser a chave para melhorar a capacidade de navegacgdo; a
identificacdo de locais de parada adequados em rota; evitando condi¢cdes meteoroldgicas adversas ou
potenciais predadores; e para competir por alimento com outras aves migrantes e as aves locais. Essas
necessidades de maior capacidade de aprendizagem durante a migracdo podem ser respondidas por
um maior recrutamento neuronal nas regides cerebrais relevantes de aves migratorias. Alguns estudos
investigaram diretamente a possivel relacdo entre recrutamento neuronal e comportamento migratorio
em aves (Ladage e Pradosudov, 2011; Barkan eBarnea, 2014). Esses estudos revelaram que passaros
de espécies ou subespécies migratdrias possuiam mais neurdnios novos do que as espécies residentes,
para regides do cérebro que desempenham um papel no processamento da informacao espacial.

Assim, é razoavel supor que maior producdo de novos neurdnios no hipocampo, devido ao
aumento das demandas de aprendizagem e memdria durante a migracdo, pode estar subjacente as
diferencas encontradas no hipocampo entre aves migratorias e ndo migratérias (Mettke-Hofmann, C.
e Gwinner, E., 2003). Uma vez que a neurogénese mostrou ser muito elevada durante a ontogenia e
declina com a idade (Lipkind et al., 2002), juvenis de subespécies migratdria e ndo migratdria teriam
maiores niveis de neurogénese do que seus respectivos homologos adultos. No entanto, os adultos
migratorios contrariaram a tese da regulagdo negativa da neurogénese que ocorre durante o
envelhecimento, uma vez que também durante o envelhecimento a regulacdo é positiva, onde nimero
de novos neurénios € semelhante entre migrantes adultos e juvenis sendo maior do que 0s ndo-
migrantes adultos (Ladage et al., 2011).

Ao se integrarem estruturalmente a rede neural do hipocampo estes novos neurénios possuem
caracteristicas de neurdnios funcionais que parecem ser importantes por exemplo para a
discriminacao espacial (Markakis e Gage, 1999; Clelland et al., 2009). Ao longo dos ultimos anos
evidéncias obtidas por andlises envolvendo varios niveis, incluindo o celular, o de circuitos, o

sistétmico e o comportamental (Deng et al., 2010; Aimone e Gage, 2011; Lazarini e Lledo, 2011;
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Sahay, Scobie, et al., 2011) sugerem que 0s novos neurdnios contribuem para as fung¢des hipocampo-
dependentes.

A neurogénese no hipocampo pode regular a capacidade de formar novas memorias,
desempenhando um papel funcional importante na separacdo de padrdes, ou seja, na distin¢ao entre
eventos semelhantes. Sua contribuigdo seria a de melhorar o processo de separagédo de padrbes
(Sahay, Scobie, et al., 2011) codificando-0os em memdrias episddicas distintas, para que o cérebro
possa distinguir entre os diferentes locais em que esses eventos ocorreram (Ergorul e Eichenbaum,
2004; Yassa e Stark, 2011).

Tem sido sugerido que a neurogénese hipocampal em adultos aumenta a formagdo de memoria
modulando a eficiéncia da separagdo de padrBes. Através de mapeamento genético dependente da
atividade mostrou-se que a reducao da neurogénese adulta degradou a capacidade de CA3 em separar
padrdes através da codificagdo em populacdo de neurénios, havendo uma grande sobreposicdo de
populagbes de neurdnios ativas em contextos semelhantes (Niibori et al., 2012). Em nivel
comportamental a reducao de neurogénese adulta produz déficits visuais de discriminacdo contextual
e espacial (Niibori et al., 2012; Winocur et al., 2012). Por outro lado, 0 aumento e sobrevivéncia dos
novos neurdnios facilita a discriminacgéo e talvez melhore o padréo de discriminacao (Sahay, Scobie,
et al., 2011; Sahay, Wilson, et al., 2011). Ha hoje um consenso de que a neurogénese modula a
capacidade do hipocampo em formar diferentes memarias a partir de diferentes episddios, facilitando
sua discriminacéo (Sahay, Wilson, et al., 2011) ou ainda pode simplesmente estabelecer uma reserva
de novos neurdnios que podem ser desenhados para suprir fungdes distintas quando necessarias
(Kempermann, 2008).

Em resumo, coletivamente, esses estudos tém sugerido significativa contribuicdo da
neurogénese adulta para o aprendizado e a retencdo da memdria espacial de longo prazo, para a
discriminacao de padrdes espaciais e medo condicionado ao contexto (Deng et al., 2010; Aimone e
Gage, 2011; Marin-Burgin e Schinder, 2012). Modelos computacionais (Aimone et al., 2009) e
experimentais (Clelland et al., 2009) sugerem que neurdnios imaturos podem ser criticos para criar
associacOes entre memorias aprendidas vizinhas no dominio do tempo (Aimone et al., 2009) e podem
ajudar a distinguir memdrias relacionadas no dominio do espaco (Clelland et al., 2009).

A substituicdo neuronal numérica nao possibilita saber sobre a funcionalidade e capacidade
do novo neurdnio (Barnea, Anat e Pravosudov, Vladimir, 2011). Sendo que a morte seletiva provoca
aumento na incorporacdo de novos neurénios do mesmo tipo (Scharff et al., 2000). Onde, 0 nimero
de neurdnios presentes, podem regular ou restringir o nimero de células adicionadas, a morte celular
gera posteriormente uma onda de nova adicdo neuronal, até que o espaco do circuito disponivel é

ocupado novamente (Scharff et al., 2000). Sabe-se que 0s novos neurénios sdo funcionais, mas se
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esses novos neurdnios funcionam da mesma maneira que os neurdnios antigos ainda ndo esté claro.
E o aprendizado nem sempre é afetado quando os niveis de neurogénese sdo reduzidos, seja

experimentalmente ou naturalmente (Leuner et al., 2006).
1.6 Aspectos Gerais da Regulacdo da Neurogénese

A neurogénese pode ser regulada a cada estagio de seu processo por diferentes estimulos
intrinsecos e extrinsecos, que por sua vez podem afetar multiplos estagios seja durante a proliferacéo
(expansao), diferenciacdo (neuronal ou glial) e sobrevivéncia. Assim, o efeito na neurogénese resulta
de diferentes combinacdes de fatores nos estagios individuais do desenvolvimento neuronal e da
interacdo entre eles (Aimone et al., 2014).

Os progenitores neurais amplificadores do hipocampo séo influenciados positivamente pela
atividade fisica, um efeito pré-proliferativo (Kronenberg et al., 2003; Steiner et al., 2008) que se
estende aos estagios subsequentes do desenvolvimento neuronal. Mesmo quando o efeito da
proliferacdo retorna a niveis basais, as populagdes de células positivas para Dcx continuam a
aumentar (Kronenberg et al., 2003), sendo o exercicio um indutor robusto do aumento da neurogénese
no giro denteado tanto em animais jovens quanto adultos e idosos (Aimone et al., 2014).

A atividade fisica exerce efeitos positivos sobre a funcéo cognitiva e plasticidade cerebral
podendo ser mediado pela angiogénese (incremento na vasculatura) encefalica e portanto, aumento
de fluxo sanguineo no tecido nervoso (Van Der Borght et al., 2009), resultando numa melhor
distribuicdo de oxigénio, neurotrofinas e nutrientes. As neurotrofinas, por sua vez, estdo envolvidas
na regulacédo da sobrevivéncia neuronal e isso inclui o fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF)
(Palmer et al., 1997; Cotman e Berchtold, 2002; Li et al., 2008; Berchtold et al., 2010) que pode estar
diretamente envolvido nos efeitos benéficos proporcionados pelo exercicio fisico (Gémez-Pinilla,
2008; Lista e Sorrentino, 2010), pois as NPCs (Células progenitoras neurais) expressam TrKB,
receptor de alta afinidade para BDNF (Li et al., 2008). O hipocampo e o hipotdlamo de adultos tém
0s niveis mais elevados de BDNF (Katoh-Semba et al., 1997). Especificamente no hipocampo a
producdo de BDNF € minimamente produzida por astrécitos (Rudge et al., 1995), sendo altamente
localizado nos nucleos da camada granular do giro denteado (Katoh-Semba et al., 1997). Embora os
niveis da proteina BDNF no hipocampo ndo diminuam com a idade (Lapchak et al., 1993; Katoh-
Semba et al., 1997; Bimonte et al., 2003) o seu receptor TrkB diminui (Croll et al., 1998; Silhol et
al., 2005). Em seres humanos os niveis séricos de BDNF estdo correlacionados com volume
hipocampal e memdria, onde niveis baixos sdo observados em pessoas idosas com hipocampos
menores e comprometimento de memadria (Erickson et al., 2010). Coerente com essa ideia é o fato de
que sua administracdo exogena tem sido utilizada para reverter deficits no processo de aprendizagem
e memoria (Cotman e Berchtold, 2002).
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A densidade dos astrdcitos do hipocampo, imunopositivos para GFAP, permanecem 0s
mesmos durante a vida adulta em mamiferos, mas a densidade de astrocitos que expressam FGF-2
diminui no hipocampo com o aumento da idade, sugerindo que o ambiente dessa regido para a NPCs,
torna-se progressivamente menos favoravel a neurogénese com a idade (Shetty et al., 2005). Somado
a isso 0s proprios fatores de crescimento (IGF-1, VEGF) que promovem a neurogénese também tém
seus niveis significativamente reduzidos em ratos idosos comparados a ratos jovens (Shetty et al.,
2005; Bernal e Peterson, 2011). Assim, tanto os niveis de FGF-2 quanto de seus receptores diminuem
no hipocampo com a idade, tendo sua via afetada negativamente com o envelhecimento (Shetty et
al., 2005; Bernal e Peterson, 2011). Entdo, a alteracdo do perfil de astrécitos no hipocampo com a
idade, sugere esse tipo celular como um dos principais contribuintes ao nicho neurogénico, e 0
declinio dos fatores pro-neurogénicos secretados, correlaciona-se a diminuicdo da neurogénese
hipocampal com 0 aumento da idade. Ja outros fatores ndo diminuem com a idade.

Astrocitos presentes nos nichos neurogénicos interagem, dependendo do numero de fatores
(incluindo a expresséo dos genes dos astrécitos) com NPCs. Em cultura de células com astrécitos,
tanto direta como sem contato, eles induzem a diferenciacao neuronal de NPCs (Barkho et al., 2006;
Oh et al., 2010). Coculturas de astrocitos e neuroesferas revelaram a importancia de GFAP e
expressdo de vimentina na mediacdo do contato célula-célula, demonstrando que essas proteinas de
filamento intermediario regulam negativamente a neurogénese in vitro (Wilhelmsson et al., 2012),
bem como outras proteinas como efrina-B2, também expressa por astrocitos (Ashton et al., 2012). A
regido de origem de astrocitos desempenham um papel significativo na sua capacidade para promover
a neurogénese de NPCs. Astrdcitos isolados a partir do hipocampo adulto, mas ndo de medula espinal,
promovem a diferenciacdo neuronal de NPCs em cocultura através de ambos os fatores sollveis e do
contato célula-célula (Song et al., 2002). Embora os astrocitos derivados do hipocampo e as do cortex
sejam capazes de induzir a diferenciacdo neuronal, as isoladas do hipocampo sdo mais eficazes,
sugerindo que os astrocitos do hipocampo liberam fatores neurogénicos mais potentes (Oh et al.,
2010).

O Wnt3 continuamente expresso no hipocampo durante toda a vida adulta também produzido
pelos astrdcitos, juntamente com B-catenina sinaliza a estimulagdo em NPCs, sendo essa a possivel
via pela qual o astrocito regula diretamente a atividade das NPCs (Lie et al., 2005). Wnt regula de
varias formas a neurogénese hipocampal adulta (Kuwabara et al., 2009) tanto na proliferacdo de NPC
quanto na diferenciacdo, tendo sido demonstrado em ensaios in vitro e in vivo (Lie et al., 2005;
Kuwabara et al., 2009; Wexler et al., 2009) que isso ocorre atraves de regulacdo para cima da

expressao de NeuroD1, elemento essencial do fator de transcri¢do na geracéo de GCs e diferenciacao
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neuronal de NPCs. Em resposta ao Wnt, as NPCs aumentam a expressdo da linha-1, que é importante
na sobrevivéncia dessas células (NPCs).

Os astrécitos alem de secretar fatores neurotréficos que atuam nas NPCs, estdo intimamente
ligados a células endoteliais, em torno dos vasos sanguineos, estas que representam uma fonte de
fatores extrinsecos que podem modular a neurogénese adulta. A presenca de NPCs proximas a vaso
sanguineos (Palmer et al., 2000; Shen et al., 2008) pode sugerir a producdo de fatores a partir dos
vasos que estimulam a proliferacéo, diferenciacdo neuronal e sobrevivéncia (Palmer et al., 2000).
Células endoteliais secretam fatores solGveis que aumentam a proliferagdo das NPCs (Shen et al.,
2004), maturacdo, migragdo através da secrecdo de BNDF (Leventhal et al., 1999). Essa relagéo entre
as NPCs e 0s vasos é bem evidente em animais que realizam exercicio voluntario nas rodinhas de
correr, um potente estimulador de neurogénese hipocampal adulta que também induz um aumento no
fluxo sanguineo no giro denteado (Pereira et al., 2007) a partir da expanséo da area coberta por vasos
sanguineos no giro denteado (Van Praag et al., 2005). Analisando a expressdo de gene a partir de
astrocitos, isolados a partir de diferentes regiées do sistema nervoso central, temos identificado os
fatores-chave. Dois desses fatores liberados pelos astrocitos sdo promotores de neurogénese, a IL-13
e IL-6, que sdo citocinas pré-inflamatorias que, em combinagdo com outros fatores tais como a
molécula-1 de adesdo celular vascular (VCAM-1) e da proteina induzida por interferon 10 (IP-10),
aumentam a diferenciacdo neuronal de NPCs (Barkan et al., 2016a). Embora as citocinas pro-
inflamatdria inibam geralmente a neurogénese, esta inibicdo depende em grande parte da
concentragdo de citocinas. Em contrapartida, os astrocitos isolados a partir da medula espinal
expressam mais insulina de ligag&o, ao factor de crescimento da proteina-6 (IGFBP-6), decorina, e
encefalina, que regulam negativamente a neurogénese (Barkan et al., 2016a). Mais importante ainda,
é a combinacdo dos fatores secretados por astrécitos no microambiente local que produz o nicho
neurogénico (Barkan et al., 2016a).

Em aves, o processo de neurogénese do hipocampo adulto € regulado por fatores incluindo a
atividade cognitiva, o enriquecimento ambiental, o exercicio, a dieta, 0 estresse, 0s horménios
gonadais e o envelhecimento. E importante ressaltar que a correlagdo positiva entre o nimero de
neurdnios e o desempenho de aprendizado ndo implica necessariamente numa relagéo causal. (Galea
et al., 2013; Ladage, 2015).

Portanto o olhar atento a neurogénese adulta e a substituicdo neuronal em uma diversidade de
animais livres que levam uma vida normal, pode fornecer dados com os melhores exemplos de como
0 ambiente realmente afeta a neurogénese e as funcdes a ela relacionadas. A substituicdo neuronal
espontanea é um recurso cerebral que deve ser investigado inicialmente a luz das mudancas reais em

animais selvagens para entdo descobrir como a natureza a utiliza (Nottebohm, 2002b).
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Levando isso em conta nosso estudo testou a hipdtese de que a migracdo outonal afeta o
volume e 0 nimero de células na formacdo hipocampal em aves marinhas migratorias de longa
distancia. Em nosso estudo as analises estereologicas foram realizadas em estruturas do sistema
nervoso central de aves em migragédo e em invernada da espécie Calidris pusilla, tendo como area de
interesse geral o telencéfalo e em particular a formacdo hipocampal. Essa ave marinha migra na
direcdo norte sul (migracdo outonal) deixando para trés a tundra canadense em busca da costa da
América do Sul onde permanecera até a primavera. Nossa intencéo é quantificar além dos neurénios
novos DCx-positivos, as células c-fos positivas e os astrocitos GFAP positivos nos animais
capturados na Baia de Fundy (Canada) comparando-os aos dos animais capturados na Ilha Canela na
costa do municipio de Braganga no Estado do Para (Brasil). Para 0 nosso conhecimento esse é o

primeiro estudo a documentar se as taxas de neurogénese se mantém estaveis nas areas de invernada.

1.7 Objetivos

1.7.1 Objetivo Geral

Investigar os efeitos do comportamento migratorio outonal de longa distancia sobre a

formacdo hipocampal das aves.

1.7.2 Objetivos Especificos

Estimar durante a migracéo e ap0s a migracao outonal:
1- O numero total de células e o padréo de ativacdo de genes de expressdo rapida na
formagé&o hipocampal.
2
3
4
5

O volume telencefalico e da formacao hipocampal.

O namero de neurdnios Dcx-positivos do telencéfalo e da formacao hipocampal.

O namero de neurdnios maduros da formacéo hipocampal.

O numero de astrécitos da formacgéo hipocampal adulta.
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2. MATERIAIS E METODOS

Neste estudo consideramos o0 processo migratério de longa distancia outonal, levando em
conta os diversos estimulos multissensoriais (exercicio de voo, aprendizagem e memoria espacial,
orientacdo celeste, magnética) que envolvem as tarefas de navegacédo da jornada de 5.300 km tracada
pelas aves migratorias do sitio reprodutivo no Canadd, incluindo escalas em sitios de parada, em
direcdo ao sitio de invernada no Brasil (Weber, 2009).

Foram realizadas duas janelas de amostragem. A primeira para representar individuos em
plena atividade migratoria, e contendo doze espécimes de Calidris pusilla foram coletados em agosto
de 2012 na Baia de Fundy, Canada (45 ° 50'19.3 "N e 64 ° 31'5.39" W) (Figura 1). Ressalta-se que
esse sitio de parada é utilizado por aproximadamente 75% da populacdo mundial da espécie (Weber,
2009) e encontra-se a mais de 2.000 km de distancia do sitio reprodutivo, na primeira fase da tarefa
migratdria (Mouritsen, Henrik et al., 2016), ou seja, a muitos quildmetros da meta final.

A segunda janela amostral reuniu individuos que concluiram a migragdo sul, tendo sido
capturados nove individuos entre novembro e marco na llha de Canela - zona costeira tropical do
norte do Brasil (00°47'09.07 "S e 46°43'11.29" W). O periodo de coleta pos-migracdo, evitou o
periodo imediato ap0s a chegada ou seja, 0s meses de agosto e setembro (Weber, 2009) quando
possivelmente os efeitos do exercicio extenuante, falta de sono (niveis de glicocorticoides, citocinas
pré-inflamatorias) podem regular a neurogénese,e com isso mascarar os efeitos da migracgéo.

Os passaros foram capturados sob licengca N° 44551-2 do Instituto Chico Mendes para a
Conservacdo da Biodiversidade (ICMBIo) e a licenca cientifica ST2783 do Servico de Vida Selvagem
do Canada. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as recomendagdes do Instituto
Nacional de Saude (EUA) e com os regulamentos brasileiros para procedimentos cientificos em
animais, além da aprovacdo do Subcomité de Usuarios de Animais da Universidade de Western
Ontario.

Foram escolhidos trés pontos aleatdrios, no Canada na zona entre marés e no Brasil na faixa
de areia acima da zona entre mares, ou seja, nos locais utilizados pelas aves para pouso a noite durante
a maré cheia. Em cada ponto foi aberta uma rede de neblina 12m X 2,5m, ao entardecer. As redes
foram vistoriadas a cada dez minutos para a retirada das aves emalhadas. Todos os esfor¢os foram

feitos para minimizar o nimero de animais utilizados, o estresse e o desconforto dos mesmos.

2.1 Perfuséo e Histologia

Sob anestesia profunda com isofluorano, as aves foram perfundidas transcardialmente com
solucdo salina tamponada com fosfato a 0,1 M seguido de fixadores aldeidicos (paraformaldeido a
4%, tampdo fosfato 0,1 M, pH 7,2-7,4). ApGs a craniotomia os enceéfalos foram armazenados em
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solucgéo salina tamponada com fosfato 0,1 M, em seguida cortados por Vibratomo (Leica VT1000S)
no plano coronal em seccdes de 80 um de espessura (animais do Brasil) e 60 pm (animais do Canada),
para obter séries anatdmicas com intervalos de 1:6. As sec¢Oes foram montadas em laminas
gelatinizadas, secas ao ar a temperatura ambiente, coradas pelas técnicas de Nissl (Tabela 1), ou

imunomarcadas, desidratadas e diafanizadas em séries de alcool e xileno.

2.2 Imuno-histoquimica

As seccOes destinadas a imuno-histoquimica foram submetidas a recuperagédo antigénica com
acido borico 0,2 M (pH 9) a 70 ° C durante 60 min flutuando livremente na solucdo; apos o
resfriamento em temperatura ambiente, foram lavadas por 2 min, com tampao fosfato salina e triton
a 1% (PBST) e trés vezes em PBS. As sec¢des foram entdo imersas durante 12 horas em soro de
cavalo normal a 10% (S-2000 Vector Laboratories, diluido em PBS/T 0,3% para Dcx e GFAP) e
soro de cabra normal a 10% ( S-1000 Vector Laboratories diluido em PBS/T 0,3% para c-Fos) e
transferido para o anticorpo primério (Doublecortin C-18, sc-8066 Santa Cruz Biotechnology ou
GFAP sc-6170 Santa Cruz Biotechnology ou c-Fos Sc-253 Santa Cruz Biotechnology ), diluido em
PBST 0,3% (1: 500) e incubadas durante 12 h a 4 ° C com agitacdo suave e continua. As seccdes
lavadas (PBS) foram entdo incubadas durante a noite no anticorpo secundario (para Dcx e para
GFAP,Vector Laboratories, Inc. cavalo anti-cabra BA 9500, 1: 400 em PBST 0,3%, para c-Fos Vector
laboratories, Cabra anti-coelho BA-1000, 1:400 em PBST 0,3%) seguido de peroxido de hidrogénio
a 0,3% durante 15 minutos, lavadas trés vezes em PBS por 2 min a cada vez, e em seguida imersas
em solucdo de complexo avidina-biotina-peroxidase (ABC) (Vector Laboratories, Burlingame, CA,
EUA; 37,5 Wl A, 37,5 ul B em 13,12 ml de 0,3% PBST) durante 60 minutos. Apés uma lavagem de
2 min em PBS, as seccOes foram submetidas a reacéo histoquimica para revelagdo da peroxidase para
visualizacdo dos neurdnios imunomarcados por Dcx, utilizando o método de glicose-oxidase-DAB-
niquel (Shu et al., 1988). Para imunomarcacdo de neurénios maduros NeuN ver

https://www.protocols.io/view/neun-immunohistochemistry-protocol-h56b89e E para detalhes da

imunomarcagdo de neur6nios novos Dcx positivos, ver: https://www.protocols.io/view/dcx-

immunohistochemistry-protocol-h57b89n

Como o Doublecortin C-18, sc-8066 Santa Cruz Biotechnology, é bem caracterizado e seu
padrdo de marcacao conhecido em aves utilizamos como controle da marcacao inespecifica, 0 mesmo
procedimento imuno-histoquimico omitindo o anticorpo primario comprovou gque 0 anticorpo

secundario utilizado de forma isolada ndo revela células imunomarcadas (Saper e Sawchenko, 2003).
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Tabela 1. Coloracdo de Nissl

SOLUCAO TEMPO DE IMERSAO (minutos)
Alcool 100% 05
Alcool 100% + Cloroférmio (1:1) 10
Alcool 95% 03
Alcool 75% 03
H20 destilada 0-01
Cresil violeta 01-04
H20 destilada 0-01
Alcool 80% 03
Alcool 90% 10
Alcool 100% + Cloroférmio (1:1) 03
Alcool 95% + &cido acético (15 gotas/100 ml) 03
Alcool 95% 06
Alcool 100% + &cido butilico (1:1) 03
Xileno | 05
Xileno Il 05

2.3 Volumes Hipocampal e Telencefalico

Definimos a formacdo hipocampal de C. pusilla como compreendendo o hipocampo
propriamente dito e a area para-hipocampal (Diniz et al., 2016). Para medir os volumes do hipocampo
e a razdo entre eles, seguimos o método do volume total de telencéfalo previamente recomendado
(Ladage et al., 2009). Para tal, utilizamos o fracionador dptico, um método estereolégico padrédo que
estima volumes baseados no principio de Cavallieri (Gundersen e Jensen, 1987). Os valores para as
analises estatisticas foram extraidos de uma série de cortes anatbmicos marcados com duplacortina.
O volume de telencéfalo (telencéfalo + hipocampo) foi estimado entre a primeira e a Gltima secgéo

de tecido do telencéfalo, como sugerido anteriormente (Roth e Pravosudov, 2009).

2.4 Nameros total de células, de Neur6nios DCX-positivos, Células c-Fos positivas, NeuN

positivas e GFAP positivas

Para visualizar todas as células existentes na regido de interesse optamos por utilizar a técnica de
coloracdo Nissl, que apds a montagem das se¢Ges em laminas devidamente gelatinizadas, decorre de
uma série de imersdes descritas na Tabela 1. Apds a marcagdo seletiva de duplacortina, determinou-se

0 numero de neurénios positivos para Dcx, um marcador endégeno de neurénios imaturos no cérebro
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aviario (Balthazart et al., 2008). Esse marcador € expressado em neur6nios imaturos durante a migracao
e sua integragdo em novos circuitos neurais diminui apos sua maturagdo. A principal vantagem da
quantificacdo da neurogénese usando Dcx em relacdo as medidas tradicionais (bromodeoxyuridine e
timidina tritiada) € justamente sua producdo enddgena enquanto que outros marcadores tradicionais
devem ser injetados nos animais, identificando subsequentes divisdes celulares, que ocorrem de forma
ndo especifica (neurdnios e glia) fornecendo a informacdo instantdnea do destino dos neurdnios que
refletem 0 momento da inje¢éo, (Couillard-Despres et al., 2005).

Por outro lado, sabe-se especificamente quanto tempo o Dcx € expresso em novos neurdnios
(Balthazart et al., 2008) sugerem menos de 30 dias ap6s a proliferacdo. Usamos Dcx porque este
marcador ser comumente utilizado para identificar a regulagéo para cima do recrutamento neuronal em
roedores e com menor frequéncia em aves (Garrett et al., 2012)). Dentre os genes de expressao imediata,
escolhemos o c-Fos por ser considerado um dos marcadores mais populares para 0 mapeamento de
circuitos neurais funcionais envolvidos no processamento de informacdes sensoriais devido a sua rapida
expressdo, bem como a sua capacidade de resposta a uma ampla gama de estimulos. Ap6s a marcacao
seletiva para NeuN, determinou-se o nimero de neurdnios maduros. Escolhemos identificar a populagéo
de astrocitos que expressam a mesma proteina das células progenitoras neurais quiescentes,
caracteristico por marcar o citoesqueleto dos astrocitos expressam proteina acida fibrilar- GFAP.
Optamos, por nédo extrair dados de densidade celular por ndo ter como estimar a retracdo do telencéfalo
pos-fixado.

O procedimento de contagem foi iniciado com a geracdo automatica de caixas de contagem pelo
programa, localizadas em cada ponto de intersec¢do entre o plano em que esta situada a fatia e a sonda
estereoldgica (Figura 3). Foram marcados os objetos de interesse (elementos celulares) dentro de cada
caixa de contagem, sendo que estes geram informac0es para o programa Stereo investigator, revelando
0 nimero e a posic¢do das células contidas na mesma. Essas informacdes sdo coletadas sistematicamente
na fracdo de seccdes escolhidas e a partir delas séo estimados pelo programa o numero esperado de
objetos de interesse para toda a estrutura cujo contorno foi digitalizado.

A unidade de contagem utilizada em nosso protocolo foi o corpo celular e o foco escolhido para
posicionar o marcador no eixo z foi, quando realizado para a glia, a cromatina nuclear e para o neurénio,
0 seu nucleo. Para evitar que 0 mesmo objeto seja contado repetidas vezes, o procedimento de

focalizacdo deve ser efetuado repetidamente nos diferentes planos ao longo do eixo Z em cada caixa,
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especialmente quando coexistem muitas células na mesma caixa. (Tabelas de 1 a 9 referentes aos

parametros estereoldgicos estdo no anexo 1).

Figura 3. (A) Fotomicrografia de uma seccéo coronal do Telencéfalo de Calidris pusilla (80 um), com destaque em
verde para contorno da formagdo hipocampal esquerda, escala 25um. (B) Contorno da formagdo hipocampal

esquerda, mostrando a disposi¢do das caixas de contagens de 50x50um dispostas num grid de 250x250, escala

um. A B

O numero total de neurdnios ou células da glia s&o estimados dentro da regido de interesse através
do método do fracionador 6ptico, com a multiplicacdo do nimero de neurdnios contados dentro de cada
bloco pelos valores de probabilidade da amostra. Os valores obtidos podem variar de acordo com o
namero de seccdes investigadas em comparacdo ao numero total de seccGes que contem a regido de
interesse “section sampling fraction” (ssf); da &rea da caixa de contagem comparada com a area da
matriz de contagem “area sampling fraction”(asf); e da altura da caixa de contagem comparada com a
espessura da seccao apds os procedimentos histolégicos “thickness sampling fraction”(tsf) (Howard e
Reed, 2005). Como a espessura total da sec¢do em cada sitio de contagem € variavel ao longo da seccao,
a fracdo amostral da espessura da seccdo é estimada em cada ponto da seccéo a partir das informacGes
que o experimentador define focalizando os pontos mais superficial e mais profundo da seccdo em cada

sitio da contagem da matriz amostral.
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Numero total de neurénios (N) = nimeros de neurdnios contados (£Q) * 1/ssf * 1/asf * 1/tsf

Onde,

ssf — “section sampling fraction” = sec¢fes contadas/total de seccdes

asf — “area sampling fraction” = area da caixa de contagem/area da matriz (X,y)
tsf — “tissue sampling fraction” = altura da caixa de contagem/espessura da sec¢ao

2.5 Analise Estatistica

Em nosso estudo utilizaremos o método estereolégico do fracionador Optico. Essa escolha é
baseada no fato de que ja foi demonstrado que as estimativas do nimero total de objetos de interesse
obtidas a partir do fracionador Optico, sdo estatisticamente mais eficientes do que estimativas a partir de
volume e densidade (Schmitz e Hof, 2000). Em cada analise foi utilizado n de 5 individuos em cada
janela, com excecdo das contagens de células c-Fos positivas que o erro adequado foi encontrado com
apenas 4 individuos. Para medir possiveis erros metodoldgicos na contagem utilizamos o coeficiente de
Scheaffer, cujo valor deve ser menor do que 0,05. Calculos do coeficiente de erro verdadeiro em grandes
amostras foram comparados por diferentes métodos e o0 que mais se aproximou do erro verdadeiro foi o
coeficiente de Scheaffer, motivo de sua adogédo neste trabalho (Glaser e Wilson, 1998). Para detectar se
a distribuicdo dos dados € normal foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk. Como nossas analises
envolveram apenas duas janelas amostrais e dados independentes, utilizamos o teste t de Student nao

pareado para detectar as diferencas entre as variaveis comparadas.
2.6 Fotomicrografia

Usamos uma camera digital (Microfire, Optronics, CA, EUA) acoplada a um microscépio
NIKON Eclipse Ci para capturar imagens digitais. Para corrigir essas imagens em niveis de brilho e
contraste, empregou-se o software Adobe Photoshop (CS6) e os ajustes foram aplicados a toda a

imagem.
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3. RESULTADOS

3.1. Estimativa do numero total de células e ativacédo hipocampal

O numero total de células neurais coradas com Nissl (Tabela 10 - Anexo 1), durante a migracéo
foram em média de 1.439.125 + 95.617 DP (FHE) e 1.553.229,43 + 289.619 DP (FHD). Esses numeros
nédo diferem significativamente do nimero encontrado durante o periodo de pds-migracédo equivalentes
a 1.286.786 +259096 (FHE) 1.229.902 + 280.326 (FHD). A razdo entre o numero de células c-Fos
positivas e 0 numero total de células coradas com Nissl diminui do periodo migratério para o da pos-
migracdo (FHE: migragdo 0,2223507238 p6s-migracédo 0,128588036 FHD: migragdo 0,205590856, pds-
migracdo 0,138122506). As células c-Fos positivas na formacdo hipocampal adulta dos macaricos

Figura 4. Estimativa estereolégica do nimero total de células c-Fos positivas na formagéo hipocampal direita (FHD
e esquerda (FHE), durante a migracdo e apds a migracdo, em Calidris pusilla. (*) indica diferenca significativa

(p< 0,02) entre o periodo migratério e pos-migratorio.
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durante a migracdo representam aproximadamente 22% (FHE) e 20% (FHD) de todas as células dessa
regido. Essa proporgdo diminui para 12% (FHE) e 13% (FHD) no segundo momento analisado durante
a pos-migracdo. Encontramos entre esses momentos uma diferenca significativa, onde o nimero de
células c-Fos positivas na formacgéo hipocampal em média é maior durante a migracdo (FHE Migracao
321.655+83.046 DP; p6s-migracdo 165.465+56.186DP; teste t de duas caudas, t =2,01 p= 0,02; FHD
migracdo 319.329+88.248 DP; poOs-migracdo 169.877+48.120 DP; teste t de duas caudas, t=2,01 p
=0,03) (Figura 4 —Tabela 11 —Anexo 1).
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Figura 5. Fotomicrografias de seccdo coronal da formagdo hipocampal do macarico Calidris pusilla. (A) Baixo
aumento, coloracdo de Nissl hemisfério direito, escala 500 um (B) Grande aumento—objetiva 100x coloragdo de

Nissl, escala 25 um. (C) Baixo aumento, imunohistoquimica c-Fos hemisfério esquerdo, escala 500 um. (D)

Baixo aumento, imunohistoquimica c-Fos hemisfério esquerdo, escala 25 um.
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3.2. Volume Telencefalico e Hipocampal

Em geral, o efeito do processo migratério outonal de longa distancia € minimo sobre o volume
do telencéfalo. De fato, a diferenca de volume entre periodos migratorio (TE 98,28 mm?®+ 6,66 DP, TD
95,18 mm? + 5,05 DP) e pos-migratério (TE 102,68: mm?+ 14,65DP, TD 107,24 mm3+ 12,38 DP) ndo
foi significativa, bem como ndo encontramos diferencas no volume telencefalico entre os hemisférios
(Figura 6, Tabela 15 - Anexo I).

Entretanto, o processo migratorio exerce um efeito significativo sobre o tamanho do hipocampo,
pois os volumes das formacGes hipocampais foram significativamente diferentes entre os macaricos
migrantes e 0s macaricos que ja completaram o processo (Formagdo hipocampal esquerda - FHE,
migracdo de 4,46 mm?+ 0,7DP; p6s-migracdo 6,28 mm?® + 0,3 DP teste-t, t = 2,01, p = 0,003 e Formagao
hipocampal direita - FHD migracéo 4,22 mm?3+ 0,61DP; pds-migracio 5,68 mm?® + 0,48DP teste-t, t =
2,3, p=0,0030). Durante a migracdo, a razdo entre os volumes da formacéao hipocampal pelo telencéfalo
foram em média de 0,051 + 0,007 (HE) e 0,055 + 0,007 (HD) e no periodo de pés-migracéo 0,069 +
0,012 (HE) e 0,057 + 0,012 (FHD). Sendo que a diferenca sé foi significativa no hemisfério esquerdo,
t=1,94 p=0,02 (Figura 6. Tabela 15 Anexo I).

Figura 6. A. Estimativa do volume médio do telencéfalo de Calidris pusilla adulto. Mostrando que ndo ha
diferencas significativas entre as diferentes fases do processo migratorio (durante a migracdo sul, barras
escuras e durante a pos-migracdo, barras claras), entre os hemisférios TE: Telencéfalo esquerdo, TD:
Telencefalo direito. B. Volume médio da Formacdo hipocampal de Calidris pusilla adulto. Mostrando as
diferencas significativas (p<0,05) entre diferentes fases do processo migratério (durante a migragéo sul,
barras escuras e durante invernada, barras claras). Mas ndo entre os hemisférios de uma mesma janela FHE:
Formacdo hipocampal esquerda FHD: Formacdo hipocampal direita C. Razdo entre os volumes do
telencéfalo e da formagdo hipocampal. T: telencéfalo. * Mostrando que ha diferenca significativa (p<0,02)

entre o periodo migratdrio e pds-migracdo apenas entre os hemisférios esquerdos.
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O volume da FHE representa durante a migracao 5,05% + 0,65 DP do telencéfalo esquerdo (TE)
e 0 FHD corresponde a 5,4%; + 0,71 DP do telencéfalo direito (TD). E no periodo, pds-migracéo a FHE
corresponde a 6,8% + 0,3 DP do TE e a FHD 5,8%x= 1,19 DP de TD.

3.3 Quantificacdo da Neurogénese

A duplacortina foi amplamente expressa no telencéfalo adulto de Calidris pusilla em ambas as
condicbes estudadas, ndo havendo diferenca significativa entre as médias do nimero total de células
DCX-positivas estimados no periodo de migracdo (TE: 1.941.675 + 541.687DP, TD: 1.855,751+
503.774DP) e no de pés-migracéo (TE: 2.268.062 + 544.394DP, TD: 2.378,258+ 687.701DP), nem entre
0s hemisférios de um mesmo periodo (Tabela 16 -Anexo ).

Encontramos diferenca significativa no nimero de neurdnios DCX-positivos no hipocampo,
entre as aves em migracao (Figura 7. E; F; G; H) e as aves em pos-migracdo (Figura 7. A; B; C; D),
(Figura 7, 8 Tabela 12 —Anexo I). As aves no periodo de pos-migracdo tiveram mais neurénios novos,
2,4 vezes na FHE e 2,2 vezes na FHD, do que as migratdrias (FHE: pos-migracdo 133.143,80 +
15.551,80, migragdo 55.057,95 + 12.171,50, teste t de duas caudas, t = 2,36 p = 0,00007 e FHD: pds-
migracdo 122.750,62 + 22.099,45, migracdo 54.032,69 +£13.633,76, teste t de duas caudas, t = 2,36 p=
0,00058).
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Figura 7. Neurdnios imunomarcados com duplacortina na formacéo hipocampal. (A) Fotomicrografias da formacao de hipocampal no periodo de pds-migracéo,
objetiva de 4x (B) objetiva de 10x, (C) de objetiva 20x e (D) objetiva de 100x. (E) Fotomicrografias da formacao hipocampal no periodo migratério (F) Objetiva de 4x,
(F) Objetiva de 10x (G) Objetiva de 20x (H) Objetiva de 100x. Barras de escala: A e E - 500 um; B e F - 250 um; Ce G - 125 um; D e H - 25 um..(1).

4B
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Figura 8. Estimativa do valor médio do nimero de neurdnios expressando duplacortina amostrados na FH de Calidris pusilla
adulto. Mostrando as diferencas significativas (p<0,05) entre diferentes fases do processo migratorio (durante a migracéo
sul, barras escuras e durante invernada, barras claras. Mas ndo entre os hemisférios de uma mesma janela, FHE: Formagéo

hipocampal esquerda, FHD: Formacao hipocampal direita.
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Durante a migracdo o Calidris pusilla possui em média na formacao hipocampal esquerda (FHE)
946.247 + 139,352 DP neurdnios NeuN positivos e 980.469 + 127,132 na formacao hipocampal direita
(FHD) e um total de 1.001.324,92 neur6nios na FHE e 1.034.501,74 na FHD (Figuras 9 e 10.A Tabelal3-
Anexo 1). Durante a migracdo os neur6nios novos (Dcx positivos) representam média 5% da populacédo

total de neurénios amostrados que sdo 0s neurdnios Dcx positivos somados aos NeuN positivos.

Figura 9. Fotomicrografias de seccdo coronal da formacao hipocampal do Calidris pusilla coletados
durante a migracdo, mostrando neurénios maduros NeuN positivos. (A) Em baixo aumento, Objetiva 4x, escala

500 um. (B) Em grande aumento, Objetiva 100 x, escala 25um.
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Figura 10. (A) Estimativa estereol6gica do nimero de neurdnios NeuN positivos durante a migracdo na
formacdo hipocampal de Calidris pusilla. FHD: formac&o hipocampal direita. FHE formacdo hipocampal
esquerda (B). Mostra uma representacdo dentro do nimero médio de células totais (Nissl) da formacéo
hipocampal o nimero médio de neurénios totais (DCX+NeuN) e de Glias da FHE e FHD durante a migracéo
e da FHE durante a pds-migracdo. Estimativas de neurdnios NeuN positivos retirados de Guerreiro-Diniz et
al.,2016. (C) Mostra a representacdo da porcentagem do nimero de neurnios maduros, glias e neurénios
novos durante e apds a migragao.
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Encontramos uma porcentagem de neurbnios 70,68% ap0s a migracdo se completar em
comparacdo a 65,75% durante a migracdo. Sendo que a propor¢do de glias diminui para 18,97% no
periodo pds-migracdo em comparacao ao 30,42% encontrados em plena atividade migratoria .

A razéo entre 0 niumero médio de neurénios Dcx-positivos e 0 nimero medio total de células
(Nissl) existentes na formacao hipocampal no periodo migratério (FHE: 0,038075146+0,006051666;
FHD: 0,036555445+0,013608899) para o pds-migratério (FHE: 0,108574605 + 0,026240065; FHD:
0,101327613816783 + 0,012935158).

As células Dcx-positivas produzidas na formacgdo hipocampal adulta dos macaricos enquanto
estdo migrando representam aproximadamente 3,03% (FHE) 3,05% (FHD) do total de células novas
produzidas no telencéfalo, 5,9%(FHE) do total de neurénios maduros da formagéo hipocampal e 3,8%
(FHE) 3,6% (FHD) do total de células na formacéo hipocampal. Durante o periodo pés-migratério essa
proporcao aumenta, alcancando 6% (FHE) 5,3% (FHD) do total de células Dcx-positivas produzidas no
telencéfalo, 27% (FHE) dos neurdnios maduros e 10,8%(FHE) 10,1%(FHD) de todas as células da
formagé&o hipocampal.

O numero total de astrocitos GFAP positivos da formacao hipocampal reduz significativamente
(teste de duas caudas t, p <0,003, t = 4,75) realizado em C. pusilla apds a migracao (FHD 70.636 +
17576, média = DP) em comparacdo com os individuos em migracdo (FHD 154.656 + 35422) (Figura
11. Tabela 14-Anexo ).

Figura 11. Fotomicrografia de seccdo coronal da formacdo hipocampal de Calidris pusilla, mostrando

astrocitos GFAP positivos, pos-migracdo. (A) objetiva de 4x, escala 500um (B)objetiva 100xum, escala 25

pm.
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4 DISCUSSAO

Apds a Baia de Fundy ter sido deixada para trads, o voo transatlantico inicia e se completa apds
cerca de seis dias de voo ininterrupto em direcdo a costa da América do Sul (Brown, S, 2014). Essa
experiéncia migratéria de longa distancia, com voos sem escala, por si s0, pode provocar as mudangas
hipocampais que encontramos, resultando em uma formacéo hipocampal com menos células ativas e
astrocitos, contrastando com volume maior e maior nimero de neurbnios novos apds a migragéo.
Aparentemente esse processo nao influenciou o nimero total de neurénios maduros sugerindo que a
neurogénese contribuiu para a manutencao inalterada do nimero total de neurénios.

Assim, embora o nimero de células totais ndo sofra alteracdo, ocorre uma mudanca no padréo
de ativacdo revelado por genes de expressdo rapida (c-Fos) no hipocampo quando comparamos
individuos capturados durante o periodo migrat6rio em sitio de parada no Canada com os capturados no
Brasil, demonstrando que a formacéo hipocampal esta ativa durante a migracdo. Uma hipotese para
interpretar esses achados seria a de que isso ocorre em resposta aos diferentes contextos visuo-espaciais
encontrados, em cada um dos sitios.

A formacgdo hipocampal é uma das regides cerebrais conhecidas por participar da navegacao e
tarefas de orientacdo espacial (Herold et al., 20015; Bingman et al.,1998). Numerosos estudos
consolidam a hipotese de que o hipocampo oferece contribui¢do fundamental para a cognicéo espacial
e esta envolvido no controle dos aspectos sofisticados da navegacao, como integragdo multimodal de
informacg0des sensoriais e mapa de reorientacdo corretiva sucedendo algum deslocamento natural ou erro
de navegacéo (Herold et al., 2; Mouritsen, H. et al., 2016). Embora em nosso estudo ndo possamos saber
a quais estimulos especificamente essas células estdo respondendo ao expressar o c-Fos como marcador
de atividade. As experiéncias com IEGs mostrando mudancas significativas nos padrdes de ativacao
hipocampal, assim como as que encontramos aqui confirmam o papel do hipocampo na navegagédo
espacial (Smulders e Devoogd, 2000; Mayer e Bischof, 2012). Independente se a resposta esta
relacionada ao armazenamento de memoria ou aumento da atividade neuronal em resposta a mudancas
no campo magnético (Keary e Bischof, 2012; Mayer e Bischof, 2012).

Hoje é bem descrito que as espécies migratdrias tém memdria espacial melhor e hipocampo maior
do que as espécies ndo migratdrias. Coerente com esse ponto de vista esta a evidéncia em Sylvia borin
(uma espécie migratoria) de que a experiéncia migratoria promove aumento relativo no volume do
hipocampo (Healy, S. D. et al., 1996). Mettke-Hofmann e Gwinner (2003), encontraram diferencas na
memoria de longo prazo entre as espécies Sylvia borin (migratdria) e Sylvia melanocephala (ndo
migratoria), mas ndo ficou claro se essas diferencas foram relacionadas as diferencas no hipocampo e
que tipo de memoria foi afetada pelo comportamento migratério. Embora alguns estudos ndo tenham

encontrado diferencas no volume do hipocampo entre espécies migratdrias e ndo migratorias de Junco
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hyemalis, os dados descrevem que a espécie migrante tém melhor memaria espacial (Cristol, D. A. et
al., 2003). De fato, estudos anteriores tendo o hipocampo como regido de interesse realizados em duas
subespécies de aves do género Zonotrichia, uma migratdria e outra ndo migratéria, revelaram que as
migrantes possuem hipocampo maior em relacdo ao telencéfalo (Ladage, Lara D et al., 2011).
Posteriormente outros trabalhos com a mesma espécie revelaram volumes hipocampais absolutos
comparaveis (Roth et al., 2012). De qualquer forma, tanto aves que estocam alimentos e precisam
recupera-los voltando aos sitios onde os armazenaram (Barnea, A. e Pravosudov, V., 2011) quanto as
aves migratorias que precisam recuperar a rota de migragédo (Pravosudov, V. V. et al., 2006) requerem
aprendizado e memoria espacial.

De forma coerente, portanto, foi sugerido que as diferengas entre uma subespécie migratoria e a
ndo migratdria detectadas através dessas andlises refletem diferencas na memoria espacial associada ao
comportamento migratério. Essas tarefas hipocampo-dependentes podem gerar alteracdo no nimero de
elementos celulares (neuronais ou gliais) hipocampais, que em maior ou menor propor¢ao séo relevantes
para consolidacdo do aprendizado e memdria. Entretanto, continua sob investigacdo em que extensdo a
memoria é afetada pela experiéncia migratoria (Healy, S. D. et al., 1996).

Né&o foi possivel distinguirmos entre fenotipos de morfologia alongada (migratorios) e recrutados
(esféricos) (Balthazart et al., 2008; Hall e Macdougall-Shackleton, 2012) quando da quantificacdo de
células imunomarcadas para duplacortina, mas em geral as taxas de neurogénese da formacéo
hipocampal de aves migrantes de longa distancia, sdo maiores apds 0 processo migratério sul se
completar, do que durante a migracéo. Essa diferenca pode nédo ser global (telencéfalo), uma vez que o
numero das células Dcx-positivas no telencéfalo nao diferiram nos macaricos em migracao daqueles no
periodo de pos-migracdo. N&o estd excluida, entretanto, a possibilidade de diferentes taxas de
neurogénese em diferentes regides e isso pode ter implicagOes funcionais distintas. Na parte rostral do
telencéfalo, encontram-se as regides que processam informacoes visuais/celestiais e magnéticas pois a
navegacdo de longa distancia transoceénica e transcontinental faz uso dessas informacgdes (mouritsen, et
al., 2017). Igualmente importantes sao as regides que estdo na parte caudal onde ficam o hipocampo e o
nidopalium caudo-lateral responsaveis pela integracdo das informacfes sensoriais e planejamento do
Voo e suas modificacfes com base em novas informacdes adquiridas durante o trajeto (Frost e Mouritsen,
2006; Thorup e Holland, 2009). E importante lembrar que os mapas de gradientes aprendidos e pistas
referenciais locais usando varias modalidades sensoriais estdo associados ao comportamento migratorio
terrestre de curta distancia (Biro et al., 2004; Frost e Mouritsen, 2006). Assim, estas ultimas talvez sejam
mais utilizadas proximo a chegada dos sitios de parada. O ambiente através do qual as aves voam muda

drasticamente durante este voo e as aves provavelmente integram em outras areas alem da formacao
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hipocampal pistas adicionais importantes para completar a migracdo com éxito (Bingman e Cheng, 2005;
Mouritsen, Henrik et al., 2016).

Para investigar sobre relagdo das células Dcx-positivas geradas durante a migracao e 0 nimero
de neurénios maduros nos dois momentos da migracédo, ou seja, durante e ap0s 0 processo se completar
(Figura 8.B), comparando com os dados de Guerreiro-Diniz et al., 2016. Empregando imunomarcacéao
para NeuN ndo encontramos diferenca significativa entre os individuos capturados em momentos
diferentes do trajeto migratério, indicando que, o nimero total de neurénios ndo aumenta apds cada
migracao e 0s neurdnios recém-gerados parecem compensar a perda que pode ocorrer durante 0 voo
transatlantico. E a neurogénese hipocampal em C. pusilla assim como, em Poecile atricapullus € parte
de um processo de substituicdo neuronal, em vez de um aumento progressivo do nimero de neurdnios
no hipocampo (Barnea e Nottebohm, 1994). Assim a diferenca no volume do hipocampo pode estar
relacionada a outras modifica¢Ges que ndo resultam de alteragdes de numeros neuronais. Sugerimos que
outras alteracdes numéricas e/ou morfologicas e/ou expansao da matriz extracelular possam contribuir
para as diferencas de volume do hipocampo.

As aves possuem uma relagdo entre neurdnio e peso cerebral bem maior que a exibida nos
mamiferos, contendo muito mais neurdnios no palio aviario que os mamiferos de tamanho equivalente.
Sendo que, a densidade de células ndo neuronais (gliais e endoteliais) no telencéfalo parece ser
distintamente inferior nas aves do que nos mamiferos (Olkowicz et al., 2016). Nossos achados caminham
na mesma dire¢do (Figura 10.B), entretanto, investigamos apenas os nimeros celulares da formacéo
hipocampal inviabilizando uma comparacéo direta.

Sabe-se que as aves adultas migratorias, tem relativamente uma maior densidade de neurdnios
novos hipocampais do que adultos ndo migratorios (Ladage, Lara D et al., 2011). Esses achados
corroboram dados anteriores de Pradosudov, et al., 2012 que mostraram na mesma espécie que 0S
individuos da subespécie migrante tinham mais neurdnios hipocampais totais do que a subespécie ndo
migratoria, em concordancia com os achados de Cristol et al., 2003. Em linha com esses dados estéo
aqueles obtidos a partir da comparacao entre a subespécie migratéria (Zonotrichia leucophrys gambelii)
com a nao migrante Z. I. nuttalli, demonstrando maior nimero de neurénios duplacortina-positivos no
hipocampo da espécie migrante (Mouritsen, Henrik et al., 2016). Esses novos neurdnios em espécies
migrantes, podem ser importantes para consolidar e recuperar informag6es para construcdo de mapas
que serdo usados em migracdes futuras.

Sugerimos que os efeitos especificos do periodo pds-migracdo que resultam em neurogénese
elevada possam também estar relacionados a preparacdo para a migracdo que ocorre na primavera em
direcdo ao norte. Esse trecho da viagem que inclui varios sitios de parada ao longo do continente, teria

que contar inclusive com a utilizacdo de mapas baseados em memdria de longo prazo, construidos ao
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longo de migracdes anteriores (Mouritsen, Henrik et al., 2016). Tem sido sugerido igualmente que em
individuos que precisam ainda aprender o caminho, esses novos neurdnios podem ser usados para suprir
funcOes distintas em redes neurais diversificadas (Kempermann, 2008). Tomando-se os dados em
conjunto é razoavel sugerir que o aumento do nimero de novos neurdnios no hipocampo pode estar
associado ao aumento do processamento espacial dependente de experiéncia (Dobrossy et al., 2003;
Hairston et al., 2005; Ladage et al., 2010). Esses novos neurdnios migram e entram nas redes neurais se
tornando importantes, tanto para a localizagéo espacial (Markakis e Gage, 1999; Clelland et al., 2009)
quanto para memdaria e aprendizagem de longo prazo (Ladage et al., 2010; Hall et al., 2014).

Um outro aspecto importante que tem sido enfatizado € o da especializacdo hemisférica. De fato
foi sugerido que o hipocampo direito parece codificar pistas espaciais globais e podem estar envolvidos
em comportamento migratorio (Pravosudov, V. V. et al., 2006). Adicionado a isso, trabalhos com
pombos mostraram que lesGes no hipocampo direito interferem na aprendizagem da bussola solar
(Gagliardo et al., 2005). No presente trabalho, entretanto, ndo encontramos diferencas no nimero de
neurbnios maduros, entre os hemisférios direito e esquerdo, tanto em individuos em migragdo quanto
em individuos em invernada (Guerreiro-Diniz et al., 2010). No pardal, Ladage, Lara D et al. (2011)
sugerem que a producdo de novos neurdnios hipocampais poderia explicar a diferenca encontrada entre
pardais migradores e ndo migradores. Eles arguem que a neurogénese é regulada pelo processamento
espacial e sugerem gue maiores demandas de reconhecimento espacial estdo associadas ao aparecimento
de novos neurdnios no hipocampo (Hastings e Gould, 1999; Débrossy et al., 2003; Hairston et al., 2005;
Ladage et al., 2010).

Assim, as espécies migrantes de um modo geral apresentam comportamentos consistentes com
aumento de demanda de aprendizagem e memdria espacial, e isso parece evidente quando 0s passaros
migrantes precisam consolidar informacao espacial para retornar aos mesmos sitios de parada em direcao
aos sitios de invernada (Winker et al., 1992; Estelle et al., 1996), como o Calidris pusilla (Weber, 2009),
sendo essa orientacdo uma tarefa aprendida. Além disso, as aves migratorias executam com melhor
desempenho tarefas de memdria espacial (Cristol et al., 2003; Pravosudov, Vladimir V et al., 2006) e
tém melhor memoria de longo prazo (Mettke-Hofmann e Gwinner, 2003). Em concordancia, adultos e
aves juvenis migratorias apresentam namero e densidades similares de novos neurdnios no hipocampo
e que o efeito da idade na neurogénese parece ndo ser o mesmo em diferentes regides cerebrais (Ladage
et al., 2010).

O trajeto migratorio é visuo-espacialmente enriquecido, ocorrendo processos perceptuais que
utilizam navegacdo celestial, olfativa e geomagnética, de acordo com a distancia da meta final
(Mouritsen, H. et al., 2016). No geral, a migracdo de longa distancia pode ser considerada um tipo de

enriquecimento ambiental onde as aves migratdrias de longa distancia ativam maior recrutamento de
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novos neurdnios, possivelmente por serem expostos a maior diversidade de informacGes espaciais em
comparagdo aos migrantes de curtas distancias (Barkan et al., 2016b). Coerente com esse ponto de vista,
o efeito do enriquecimento ambiental também estd associado a elevada neurogénese e recrutamento
neuronal no giro denteado em mamiferos roedores (Bednarczyk et al., 2011; Gregoire et al., 2014).

Uma outra forma de interpretar os achados de menor neurogénese na formacao hipocampal nos
individuos capturados na Baia de Fundy seria a evidéncia de que os glicocorticoides (que regulam a taxa
de neurogénese para baixo), estdo elevados em aves migrantes de longas distancias quando se preparam
para a migracdo, acumulando reservas de gordura para a viagem e durante as escalas para
reabastecimento (Piersma et al., 2000; Eikenaar et al., 2014)). Além disso € razoavel antecipar que o
exercicio fisico extenuante durante o voo transatlantico mantenha esses niveis de glicocorticoides
elevados, postergando o aumento da neurogénese hipocampal para o periodo de invernada. (Barnea,
Anat e Pravosudov, Vladimir, 2011; Aimone et al., 2014; Cameron e Glover, 2015; Ladage, 2015). De
fato pode ser que o efeito do voo transatlantico pro-proliferativo se estenda aos estagios subsequentes
(Kronenberg et al., 2003; Steiner et al., 2008) com aumento de angiogénese, resultando numa melhor
distribuicdo de oxigénio, neurotrofinas e nutrientes e que mesmo quando voltam aos niveis basais, a
populacdo Dcx positiva continua a aumentar (Kronenberg et al., 2003). Coerentemente ja esta descrito
que espécies migratdrias quando se exercitam voando, apresentam niveis de neurogénese no hipocampo
maiores do que quando ndo fazem exercicio de voo (Hall et al., 2014).

Diferente da neurogénese estdo 0s nimeros encontrados para astrocitos imunomarcados para
GFAP que estdo diminuidos nos animais capturados na costa de Braganca. Esse numero de astrécitos
menor, pode estar associado igualmente ao estresse imposto pelo voo sem escalas. O nimero maior de
astrocitos durante a migracdo pode estar associado a uma série de eventos incluindo sua associagao a
fatores neurotréficos essenciais ao microambiente que sedia 0 nicho neurogénico e sua interagdo com
células progenitoras neurais (Barkan et al., 2016b).

Se 0 aumento da atividade cognitiva, enriquecimento ambiental e voo de longa distancia séo as
causas do aumento de volume no hipocampo e da neurogénese em Calidris pusilla, os efeitos sdo
observados apos o trajeto de migragdo de longa distancia se completar. De fato, os passaros que foram
capturados na Baia de Fundy no Canada, percorreram menor distancia e talvez tenham sido submetidos
a uma variedade de estimulos multissensoriais semelhantes aos da sua area de reproducdo no Canada
(Lank et al., 2017), possivelmente diferentes daquelas experimentadas durante a viagem transatlantica e
das encontradas nas areas de invernada.

Além disso a dieta encontrada nos sitios de descanso no Canada inclui grandes quantidades do
anfipodo Corophium volutator nos quais 45% dos lipidios totais estdo na forma de &cidos graxos
poliinsaturados (PUFAS) (Hampton, 1996b; Nagahuedi et al., 2009; Weber, 2009) e isso pode ser
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diferente da dieta encontrada no Brasil. A diferenca na dieta, pode igualmente ser mais um fator que
influencia na formac&o de novos neurdnios, visto que uma dieta rica em PUFA leva a menor neurogénese
hipocampal do que uma dieta baixa em PUFAs (Hall et al., 2014).

E dificil distinguir o peso relativo das contribuicBes de cada um dos fatores que afetam a
neurogénese previamente descritos, e que estdo atuantes durante o processo migratorio sul. De fato, o
enriquecimento ambiental, as mudancas na dieta, o estresse e a duragéo do ciclo de iluminagéo, que
podem ser alterados ao longo da viagem migratoria podem afetar o SNC em mdultiplos dominios,
incluindo as células da glia, os neurdnios, a matriz extracelular e a neurogénese propriamente dita. Ndo
temos, entretanto, como excluir a possibilidade da ocorréncia de alteragdes numéricas em outras células
além das Dcx-positivas, como por exemplo na populagdo de células microgliais ou mesmo na matriz
extracelular que possam estar contribuindo para explicar as diferencas no volume da formagéo
hipocampal e do telencéfalo.

Assim, sugerimos que se a migracdo de longa distancia atua para aumentar a neurogénese, seus
efeitos serdo aparentes apds o processo de migracdo na direcdo sul se completar. De fato, o presente
trabalho mostra de forma inequivoca que a neurogénese durante a migracdo entre o sitio reprodutivo e a
primeira grande escala na Baia de Fundy € menor do que aquela observada apds o voo transatlantico de
longa distancia. Nesse ponto de parada usado por 75% da populacdo de C. pusilla (Weber, 2009), as
aves ainda se encontram dentro da primeira fase da navegacao de longa distancia (Mouritsen, Henrik et
al., 2016) quando o hipocampo recebeu apenas parte da estimulacdo multissensorial associada aos
ambientes encontrados durante a viagem. Essa interpretacdo é coerente com a evidéncia significativa de
menor neurogénese nos individuos coletados na Baia de Fundy. Por outro lado, a dieta rica em PUFA
(Weber, 2009) que esses individuos utilizam pode estar contribuindo para o aumento dos niveis de
corticosteroides corroborando para reducdo da neurogénese hipocampal. Podemos supor ainda que essa
diminuicdo pode estar associada ao elevado numero de astrocitos expressando GFAP na formacao
hipocampal nessa janela migratéria, ja que, o metabolismo glial parece ser um modulador chave da
neurogénese hipocampal adulta, onde a combinagdo dos fatores secretados pelos astrocitos no
microambiente local sdo essenciais para o nicho neurogénico (Barkan et al., 2016b).

5. CONCLUSOES

Com base nos resultados relacionados a esses objetivos, concluimos que o comportamento
migratorio outonal de longa distancia gera alteragdes no numero dos elementos celulares e do volume
da formacao hipocampal promovendo:

- Diminuicdo do nimero de células C-Fos positivas e de astrécitos GFAP positivos.

- Aumento da neurogénese e do volume hipocampal das aves, sem que 0 numero total de
neurdnios maduros imunomarcados para NeuN seja alterado.
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

. Quantificar a neurogénese antes da migracdo outonal no hemisfério norte e antes
da migracao primaveril no hemisfério sul, (utilizando além dos marcadores para células Dcx positivas,
marcadores para angiogénese; proliferacdo celular; morte celular; e dupla marcagdo para neurdnios
novos e maduros).

. Descrever a dieta nos sitios reprodutivos antes da migragdo outonal e no sitio de
descanso ap0os a migracao outonal.

o Sequenciamento do neurotranscriptoma de Calidris pusilla antes do voo
transatlantico e analise do transcriptoma pos-migracao.

o Monitorar os niveis de corticosterona durante o periodo de pés-migracéo outonal.

O presente trabalho demonstrou pela primeira vez que as aves marinhas migratdrias de longa
distdncia oferecem janela de oportunidade Unica para investigar muitas questfes relacionadas a
neurobiologia celular da migragédo de uma forma geral, e em particular, sobre a plasticidade neural

associada a funcéo da neurogénese do hipocampo adulto das aves.
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ANEXO I.

Tabela 2.Pardmetros estereoldgicos para as estimativas de células coradas com Nissl na formacdo hipocampal do hemisfério direito (FHE) de Calidris

pusilla, nos periodos de migracao sul e na pos-migracdo. XQ- = Somatorio do nimero total de objetos de interesse contados usando o dissector éptico,

SSF = Section Sampling Fraction, ASF = Area Sampling Fraction, TSF = Thickness Sampling Fraction,. FH= formacéo hipocampal.

Migracao sul
FHE

C. pusilla 14

C. pusilla 15

C. pusilla 17

C. pusilla 18

C. pusilla 05
Pds-migracéo
FHE

C. pusilla 06
C. pusilla 19
C. pusilla 07
C. pusilla 09
C. pusilla 10

Caixa
contagem

(km)

50x50
50x50
50x50
50x50
50x50

50x50
50x50
50x50
50x50
50x50

de Grid (um)

250x250
250x250
250x250
250x250
250x250

250x250
250x250
250x250
250x250
250x250

N° de Caixa
de contagem

342
304
313
324
321

307
168
253
281
162

NO
Seccdes FH

19
15
14
19
17

11
12
11
11
11

SSF

0,167
0,167
0,167
0,167
0,167

0,167
0,167
0,167
0,167
0,167

ASF

0,040
0,040
0,040
0,040
0,040

0,040
0,040
0,040
0,040
0,040

TSF

0,600
0,691
0,633
0,534
0,620

0,6224
0,5618
0,6494
0,6303
0,7042

2Q-

6135
6622
6284
5193
5292

6430
4365
4768
6662
4867
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Tabela 3.Pardmetros estereoldgicos para as estimativas de células coradas com Nissl na formacao hipocampal do hemisfério direito (FHD) de Calidris

pusilla, nos periodos de migracao sul e na po6s-migracdo. Q- = Somatorio do nimero total de objetos de interesse contados usando o dissector éptico,

SSF = Section Sampling Fraction, ASF = Area Sampling Fraction, TSF = Thickness Sampling Fraction,. FH= formacé&o hipocampal.

Migracao
FHD

C. pusilla 14

C. pusilla 15

C. pusilla 17

C. pusilla 18

C. pusilla 05

Pds-migracédo
FHD

C. pusilla 06
C. pusilla 19
C. pusilla 07
C. pusilla 09
C. pusilla 10

sul

Caixa
contagem

(um)

50x50
50x50
50x50
50x50
50x50

50x50
50x50
50x50
50x50
50x50

de Grid (um)

250x250
250x250
250x250
250x250
250x250

250x250
250x250
250x250
250x250
250x250

N° de Caixa N° SeccBes SSF

de contagem

411
336
309
371
295

307
182
231
267
145

FH

20
15
15
19
17

11
13
11
11
11

0,167
0,167
0,167
0,167
0,167

0,167
0,167
0,167
0,167
0,167

ASF

0,040
0,040
0,040
0,040
0,040

0,040
0,040
0,040
0,040
0,040

TSF

0,593
0,670
0,670
0,554
0,658

0,6173
0,5639
0,6438
0,6466
0,6849

2Q-

7484
7509
6106
6174
5081

6662
4284
4533
6056
4226
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Tabela 4. Parametros estereoldgicos para as estimativas de células c-Fos positivas na formagdo hipocampal do hemisfério esquerdo (FHE) de Calidris
pusilla durante a migragdo e na pds- migragdo outonal.. Q- = Somatdrio do nimero total de objetos de interesse contados usando o dissector 6ptico, SSF
= Section Sampling Fraction, ASF = Area Sampling Fraction, TSF = Thickness Sampling Fraction,. FH= formac&o hipocampal.

Migracdo sul Caixa de Grid (um) N° de Caixa N° SeccbGes SSF ASF TSF >Q-
FHE contagem de contagem FH

(Hm)
C. pusilla16 85X50 250X250 298 13 0,166 0,068 0,4878 1464
C. pusilla12 85X50 250X250 261 16 0,166 0,047 0,6097 1798
C. pusilla04 85X50 250X250 241 13 0,166 0,068 0,4830 1304
C. pusilla17 85X50 300X300 200 13 0,166 0,047 0,7575 2438
POs-
migracéo
FHE
C.pusillal19 140X106 250X250 300 9 0,166 0,237 0,4184 2534
C. pusilla07 140X106 250X250 301 11 0,166 0,237 0,5813 5524
C. pusilla08 140X106 250X250 351 9 0,166 0,237 0,5415 3510
C. pusilla20 140X106 250X250 302 10 0,166 0,237 0,2036 843,1
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Tabela 5.Pardmetros estereoldgicos para as estimativas de células c-Fos positivas na formacdo hipocampal do hemisfério direito (FHD) de Calidris
pusilla durante a migracdo e na p6s-migracdo outonal. Q- = Somatdrio do numero total de objetos de interesse contados usando o dissector 6ptico, SSF
= Section Sampling Fraction, ASF = Area Sampling Fraction, TSF = Thickness Sampling Fraction,. FH= formacé&o hipocampal.

Migracdo sul Caixa de Grid (um) N° de Caixa N° SeccOes SSF ASF TSF >Q-
FHD contagem de contagem FH

(Hm)
C. pusilla16 85X50 250X250 251 12 0,142 0,068 0,476 1174
C. pusilla12 85X50 300X300 279 18 0,166 0,047 0,598 1892
C. pusilla04 85X50 250X250 233 13 0,166 0,068 0,471 1247
C.pusilla1l7 85X50 300X300 200 14 0,166 0,047 0,740 2260
Pds-
migracéo
FHD
C.pusillal9 140X106 250X250 296 9 0,166 0,237 0,418 2994
C. pusilla07 140X106 250X250 294 11 0,166 0,237 0,602 5537
C. pusilla08 140X106 250X250 306 9 0,166 0,237 0,541 3065
C.pusilla20 140X106 250X250 300 10 0,166 0,237 0,206 1006
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Tabela 5: Pardmetros estereoldgicos para estimativas de células DCX positivas na formacdo hipocampal do hemisfério esquerdo (FHE) de Calidris
pusilla durante a migracdo e na pos- migracao outonal. Q- = Somatorio do nimero total de objetos de interesse contados usando o dissector 6ptico, SSF
= Section Sampling Fraction, ASF = Area Sampling Fraction, TSF = Thickness Sampling Fraction,. FH= formacéao hipocampal. T= telencéfalo.

Migracdo sul Caixa de Grid (um) N° de Caixa N° SecgcOes FH N° SeccOes T SSF ASF TSF Q-
FHE contagem (pum) de contagem

C. pusilla 01 140 x 106 250 x 250 279 13 22 0.167 0.237 0.427 1143
C. pusilla 02 140 x 106 250 x 250 234 13 19 0.167 0.237 0.714 1242
C. pusilla 03 140 x 106 250 x 250 226 14 22 0.167 0.237 0.711 1275
C. pusilla 04 140 x 106 250 x 250 335 14 17 0.167 0.237 0.605 1191
C. pusilla 05 140 x 106 250 x 250 316 12 20 0.167 0.237 0.735 2003
POs-

migracéo

FHE

C. pusilla 06 140 x 106 250 x 250 272 10 12 0.167 0.237 0.503 3025
C. pusilla 07 140 x 106 250 x 250 315 11 15 0.167 0.237 0.620 2964
C. pusilla 08 140 x 106 250 x 250 308 12 14 0.167 0.237 0.562 3173
C. pusilla 09 140 x 106 250 x 250 301 11 15 0.167 0.237 0.570 3176
C. pusilla 10 140 x 106 250 x 250 279 11 13 0.167 0.237 0.570 2473
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Tabela 6: Parametros estereoldgicos para estimativas de células DCX positivas na formacao hipocampal do hemisfério direito de Calidris pusilla durante
e na pos- migracdo outonal. XQ- = Somatdrio do nimero total de objetos de interesse contados usando o dissector Optico, SSF = Section Sampling Fraction,
ASF = Area Sampling Fraction, TSF = Thickness Sampling Fraction,. FH= formacao hipocampal. T= telencéfalo.

Migracdo sul Caixa de Grid (um)  N° de Caixa N° Seccdes FH  N° Seccdes T SSF ASF TSF  20Q-
FHD contagem de contagem

(Lm)
C. pusilla 01 140 x 106 250 x 250 284 13 22 0,167 0,237 0,427 1093
C. pusilla 02 140 x 106 250 x 250 233 13 19 0,167 0,237 0,735 1238
C. pusilla 03 140 x 106 250 x 250 250 14 22 0,167 0,237 0,714 1406
C. pusilla 04 140 x 106 250 x 250 263 11 17 0,167 0,237 0,633 1032
C. pusilla 05 140 x 106 250 x 250 321 12 20 0,167 0,237 0,758 2156
POs-
migragao
FHD
C. pusilla 06 140 x 106 250 x 250 259 10 12 0,167 0,237 0,459 2709
C. pusilla 07 140 x 106 250 x 250 301 11 15 0,167 0,237 0,573 3108
C. pusilla 08 140 x 106 ~ 250 x 250 284 12 14 0,167 0,237 0,560 2309
C. pusilla 09 140 x 106 250 x 250 259 11 15 0,167 0,237 0,560 2698
C. pusilla 10 140 x 106 250 x 250 255 11 13 0,167 0,237 0,549 2184
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Tabela 7: Pardmetros estereoldgicos utilizados para a estimativa de neurdbnios NeuN positivos na formacao hippocampal do hemisfério esquerdo (FHE)

de Calidris pusilla durante e apds a migracdo. XQ = Somatdrio do nimero total de objetos de interesse contados usando o dissector Optico, SSF = Section

Sampling Fraction, ASF = Area Sampling Fraction, TSF = Thickness Sampling Fraction,. FH= formac&o hipocampal. T= telencéfalo. Animais BCCP 01

to BCCP 04 retirados de Guerreiro-Diniz et al., 2016.

Migracao sul
FHE

C. pusilla 01
C. pusilla1l
C. pusilla 12
C. pusilla 03
C. pusilla 13
POs-
migracao
FHE

BCCP 01

BCCP 02

BCCP 03
BCCP 04

Caixa de
contagem
(Hm)
50 x 50
50 x 50
50 x 50
50 x 50
50 x 50

50 x 50
50 x 50
50 x 50
50 x 50

Grid (um)

250 x 250
250 x 250
250 x 250
250 x 250
250 x 250

350 x 350
350 x 350
350 x 350
350 x 350

N° de Caixa

de contagem

230
193
235
211
166

106
149
177
100

N° Seccoes
FHE

15
14
17
19
13

09
13
14
10

N° Seccoes
TE

22
19
23
21
22

SSF

0,167
0,167
0,167
0,167
0,167

0,2
0,2
0,2
0,2

ASF

0,028
0,028
0,028
0,028
0,028

0,02
0,02
0,02
0,02

TSF

0,505
0,332
0,292
0,546
0,317

0,574
0,537
0,556
0,562

Q-

2294
1340
1565
2345
1159

1664
2135
2168
2012
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Tabela 8: Pardmetros estereoldgicos para estimativa de neurdnios NeuN positivos na formacgdo hippocampal do hemisfério direito de Calidris pusilla
durante a migracdo. XQ- = Somatorio do nimero total de objetos de interesse contados usando o dissector 6ptico, SSF = Section Sampling Fraction, ASF
= Area Sampling Fraction, TSF = Thickness Sampling Fraction. FH= formac&o hipocampal. T= telencéfalo.

Migracao Caixa de Gride (um) N°de Caixas N° de Seccbes N°deSeccbes SSF  ASF  TSF Q-
contagem de contagens FH T
(um)
C. pusilla 01 50 x 50 250 x 250 241 15 22 0,167 0,028 0,485 2312
C. pusilla 11 50 x 50 250 x 250 218 14 19 0,167 0,028 0,322 1442
C. pusilla 12 50 x 50 250 x 250 237 17 23 0,167 0,028 0,304 1641
C. pusilla 03 50 x 50 250 x 250 222 19 21 0,167 0,028 0,549 2301
C. pusilla 13 50 x 50 250 x 250 173 13 22 0,167 0,028 0,313 1202

70



Tabela 9. Pardmetros estereologicos utilizados para a estimativa de astrocitos GFAP positivos na formacgéo hippocampal do hemisfério direito (FHD)

de Calidris pusilla durante e ap6s a migragdo. Q- = Somatorio do nimero total de objetos de interesse contados usando o dissector optico, SSF = Section

Sampling Fraction, ASF = Area Sampling Fraction, TSF = Thickness Sampling Fraction. FH= formacéo hipocampal.

Migracao sul

C. pusilla 01
C. pusilla1l
C. pusilla 12
C. pusilla 03
C. pusilla 04
Pds-migracéo
C. pusilla 06
C. pusilla 08
C. pusilla 10
C. pusilla 21
C. pusilla 22

Caixa de Gride (um) N°
Caixas
contagens

contagem
(Lm)
110x80
110x80
110x80
110x80
110x80

110x80
110x80
110x80
110x80
110x80

200x200
200x200
200x200
200x200
200x200

200x200
120x120
180x180
200x200
170x170

804
772
686
537
676

288
948
547
460
710

de Seccbes FH

19
17
19
17
13

10
10
11

17
11

SSF

0,167
0,167
0,167
0,167
0,167

0,167
0,167
0,167
0,167
0,167

ASF

0,220
0,220
0,220
0,220
0,220

0,220
0,611
0,272
0,220
0,304

TSF

0,746
0,709
0,741
0,676
0,651

0,586
0,735
0,738
0,649
0,702

*Q-

5089
4598
3994
3874
3389

834
4039
2205
1841
2590
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Tabela 10. Estimativa numérica das células coradas com Nissl na formacéo hipocampal de Calidris pusilla, nos periodos de migrac&o sul e na pds-migracao.
FHE: formacao hipocampal esquerda, FHD: formacéo hipocampal direita. CES Coeficiente de erro Scheaffer, Desvio padrdo D.P.

Migracao sul Data de N° total células CES FHE Espessura N° de células CES FHD Espessura
captura Nissl FHE (um) FHE Nissl FHD (um) FHD

C. pusilla 14 04/08/12 1.531.948 0,025 25,0 1.890.759,75 0,023 25,7

C. pusilla 15 04/08/12 1.435.049 0,026 22,0 1.679.200,88 0,024 22,6

C. pusilla 17 07/08/12 1.486.516, 0,030 24,0 1.156.355,75 0,026 22,6

C. pusilla 18 07/08/12 1.461.684,25 0,030 29,0 1.671.562,50 0,025 21,7

C. pusilla 05 07/08/12 1.280.432,25 0,020 21,0 1.368.268,25 0,033 22,6

Média 1.439.125,88 0,030 24,8 1.553.229,43 0,026 24,2

Desvio padréo 956.17,59 0,002 2,6 289.619,40 0,004 2,4

Pds-migracéo sul Data de N° total células CES FHE Espessura N° de celulas CESFHD Espessura
captura Nissl FHE (um) FHE Nissl FHD (um) FHD

C. pusilla 06 14/01/14 1.547.002,5 0,026 24,0 925.459,50 0,039 21,9

C. pusilla 19 03/03/09 1.164.047,75 0,034 27,0 1.621.567,00 0,027 24,3

C. pusilla 07 14/01/14 1.101.916,25 0,030 23,0 1.140.639,38 0,036 27,2

C. pusilla 09 10/11/14 1.584.751,75 0,024 24,0 1.057.322,50 0,034 23,4

C. pusilla 10 10/11/14 1.036.214,88 0,037 22,0 1.404.525,25 0,027 23,4

Média 1.286.786,63 0,030 24,0 1.229.902,73 0,033 24,0

Desvio padréo 259.096,32 0,005 1,9 280.326,37 0,005 2,0
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Tabela 11. Estimativa numérica das células c-Fos positivas na formacao hippocampal de Calidris pusilla nos periodos de migracao sul e na pds-migracao.
FHE: formacao hipocampal esquerda, FHD: formacéo hipocampal direita. CES Coeficiente de erro Scheaffer, Desvio padréo D.P.

Migragéo sul Data de captura N° de células c-Fos CE Scheaffer Espessura  N° de células CE Espessura
FHE FHE (um) FHE  c-Fos FHD Scheaffer (um) FHD
FHD
C. pusilla 15 04/08/12 265.205 0,04 20,6 253.218,91 0,04 20,6
C. pusilla 12 07/08/12 374.639 0,05 16,5 401.844,81 0,05 16,8
C. pusilla 04 07/08/12 237.685 0,05 20,0 233.508,66 0,05 20,7
C. pusilla 16 07/08/12 409.092 0,05 13,4 388.746,69 0,04 13,6
Média 321.655,05 0,04 19,0 319.329,77 0,05 19,4
Desvio padréo 83.046,13 0,005 3,3 92.028,27 0,004 2,2
Pds-migracgao Data de captura ~ N°de células c-Fos CE Scheaffer Espessura N° de células CE Espessura
FHE FHE (um) FHE  c-Fos FHD Scheaffer (um)
FHD FHD
C. pusilla 19 03/03/09 153.058 0,06 23,3 180.874,77 0,06 23,9
C. pusilla 07 14/01/14 240.375 0,05 25,2 232.455,53 0,04 24,5
C. pusilla 08 10/11/14 163.812 0,05 26,9 143.167,56 0,05 27,2
C. pusilla 20 10/11/14 104.616 0,08 49,1 123.011,13 0,07 48,4
Média 165.465,37 0,057 33,7 169.877,25 0,056 31,0
Desvio padréo 56.186,43 0,015 13,3 48.120,78 0,014 11,7
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Tabela 12. Resultados esteroldgicos com estimativa numérica dos neurénios Dcx positivos na formacdo hipocampal do hemisfério esquerdo (FHE) e do
hemisfério direito (FHD) durante a migragéo e na pos-migracao de Calidris pusilla. CES Coeficiente de erro Scheaffer, Desvio padrdo D.P.

Migracao sul Data da N° de DCX CESFHE Espessura N°de DCXFHD CESFHD  Espessura
captura FHE (um) FHE (um) FHD
C.pusilla 01 04/08/2012 67.541,45 0,034 23,4 64.694,47 0,033 23,3
C.pusilla 02 04/08/2012 43.855,88 0,045 20,4 42.555,52 0,043 20,3
C.pusilla 03 12/08/2012 45.299,09 0,047 22,0 49.850,47 0,046 20,6
C.pusilla 04 07/08/2012 49.807,38 0,041 24,4 41.232,15 0,047 23,3
C.pusilla 05 07/08/2012 68.785,96 0,048 20,5 71.830,84 0,044 19,5
Média 55.057,95 0,043 21,7 54.032,69 0,040 21,4
D.P. 12.171,50 0,006 2,0 13.633,76 0,006 1,78
Pds-migracéo sul Data da N° of DCX CESFHE  Espessura N°de DCXFHD CESFHD  Espessura
captura FHE (um) FHE (um) FHD
C.pusilla 06 03/03/2009 151.874,95 0,048 25,7 149,374.03 0.046 31.0
C.pusilla 07 14/01/2014 142.769,19 0,040 28,9 140,220.59 0.039 26.3
C.pusilla 08 10/11/2014 120.850,48 0,038 26,6 101,864.27 0.044 25.3
C.pusilla 09 10/11/2014 140.695,00 0,036 26,1 121,964.11 0.044 26.4
C.pusilla 10 10/11/2014 109.529,36 0,037 26,6 100,330.13 0.047 26.2
Média 133.143,80 0,040 26,1 122,750.63 0.040 27.0
D.P. 15.551,80 0,005 1,9 22,099.45 0.003 2.26
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Tabela 13. Resultados estereoldgicos com estimativa numérica de neurénios NeuN positivos na formacao hipocampal de Calidris pusilla.

CES = coeficiente de erro Scheaffer, D. P. = Desvio padrdo, FHE=formacao hipocampal esquerdo, FHD =formacao hipocampal direita. Animais.
BCCP 01 a BCCP 04 sao de Guerreiro-Diniz, et al., 2016.

Migracdo sul  Data de N°NeuN CESFHE Espessura N° NeuN CES Espessura
captura FHE (um) FHE =~ FHD FHD (um) FHD
C. pusilla 01 04/08/2012 982.519,38 0,042 19,0 1.030.756,2 0,04 20,1
C. pusilla 11 04/08/2012 871.772,44 0,039 30,0 968.726,25 0,038 31,0
C. pusilla 12 07/08/2012  1.160.225,63 0,036 33,0 1.165.632,5 0,034 32,1
C. pusilla 03 07/08/2012 927.566,44 0,040 18,0 905.189,75 0,036 18,3
C. pusilla 13 06/08/2012 789.153,00 0,036 31,0 832.040,50 0,039 31,6
Média 946.247,37 0,040 26,2 980.469,05 0,040 26,6
D.P 139.3525 0,003 7,1 127.132,02 0,004 6,81
Pds-migracdo Data de N°NeuN CESFHE Espessura N° NeuN CES Espessura
sul captura FHE (um) FHE FHD FHD (um) FHD
BCCP 01 18/01/2012 723.297 0,04 17,7 - - -
BCCP 02 04/02/2012 1.040,384 0.04 19,3 - - -
BCCP 03 04/02/2012 982.961 0,04 18,3 - - -
BCCP 04 04/12/2012 891.518 0,04 18,4 - - -
Média 909.504 0,04 18,41 - - -
D.P. 138.470,27 0,0022 0,7 - - -
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Tabela 14. Resultados estereoldgicos com estimativa numerica de astrocitos GFAP positivos na formacdo hipocampal do hemisfério direito de Calidris
pusilla CES =coeficiente de erro Scheaffer. D. P. = Desvio padrdo, FHD =formacéo hipocampal direito

Migragéo sul Data de NC°GFAP N° GFAP N°  GFAP Espessura CES CES CES Total
captura EHD \Vaso EHD total (um) FHD FHD Vaso FHD
FHD
FHD

C. pusilla 01 04/08/2012 155.377,66  9.588,06 164.965,72 19,0 0,036 0,112 0,035
C. pusilla 11 04/08/2012 169.879,59  7.201,88 177.081,47 28,0 0,034 0,138 0,033
C. pusilla 12 07/08/2012 139.319,14  7.537,72 146.856,88 26,9 0,043 0,123 0,042
C. pusilla 03 07/08/2012 141.782,09  12.635,63  154.417,72 29,2 0,039 0,105 0,035
C. pusilla 04 07/08/2012 120.118,48  3.770,72 123.889,2 30,2 0,046 0,264 0,045
Média 145.295,39  8.146,80 153.442,20 26,7 0,040 0,1484 0,038
D.P. 18.627,74 3.264,99 20.058,07 4,46 0,00 0,07 0,01
Pds-migracgéo Data de N°GFAP N° GFAP N° GFAP Espessura CES CES CES FHD
sul captura FHD Vaso FHD FHD (um) FHD Vaso

C. pusilla 06 03/03/2009 43.474,75 1.410,77 44.885,52 29,60 0,04 0,01 0,04
C. pusilla 08 10/11/2014 52.803,49 1.053,40 53.856,90 26,30 0,04 0,23 0,04
C. pusilla 10 10/11/2014 57.761,70 300,06 58.061,76 27,30 0,06 0,58 0,06
C. pusilla 21 10/11/2014 62.439,41 1.139 63.578,57 24,70 0,04 0,17 0,04
C. pusilla 22 10/11/2014 72.586,00 112,00 72.699,00 27,40 0,05 0,68 0,05
Média 57.813,07 803,08 58.616,35 27,06 0,05 0,33 0,05
D.P. 10.843,53 564,70 10.421,62 1,79 0,01 0,28 0,01
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Tabela 15. Estimativa dos volumes da formacao hipocampal, do telencéfalo e a razéo entre eles durante e apds a migracao outonal de Calidris pusilla. CEG=Coefficiente

de erro Gundersen, Vol.=Volume. FHE=formac&o hipocampal esquerda; FHD formacéo hipocampal direita; TE=telencéfalo esquerdo; TD=telencéfalo direito

Migracéo sul Data de | Estimativa do CEG Estimativa CEG m=1 Vol. FHE Estimativa CEG Estimativa CEG m=1 Vol. FHD
captura Vol. (mm3) m=1 do Vol. TE /Vol. TE doVol. m=1 Vol. (mm3)  TD /Vol. TD
FHE FHE (mm3) TE (mm3) FHD FHD TD
C.pusilla 01 04/08/2012 5,180 0,022 84,60 0,008 0,061 5,31 0,022 89,1 0,006 0,060
C.pusilla 02 04/08/2012 3,580 0,030 80,40 0,009 0,044 3,56 0,030 77,3 0,008 0,046
C.pusilla 03 12/08/2012 3,870 0,026 82,70 0,007 0,046 3,78 0,027 71,4 0,008 0,053
C.pusilla 04 07/08/2012 4,610 0,022 88,90 0,007 0,051 5,15 0,021 79,6 0,006 0,065
C.pusilla 05 07/08/2012 5,100 0,020 105,0 0,005 0,048 5,10 0,019 97,9 0,004 0,052
Média 4,468 0,024 88,32 0,007 0,050 4,58 0,024 83,0 0,006 0,055
D.P. 0,7 0,004 9,83 0,001 0,002 0,84 0,005 10,4 0,006 0,007
Pés-migracédo Data de | Estimativa do CEG Estimativa CEG m=1 Vol. LHF Estimativa do CEG Estimativa CEG=1TD Vol.RHF
sul captura Vol.  (mmd) m=1 do(mm3) TE TE /Vol. TE (mm3) FHD m=1 Vol. (mm3) /Vol. TD
FHE FHE RHF TD
C.pusilla 06 03/03/2009 5,82 0,023 67,70 0,023 0,085 5,55 0,024 72,4 0,020 0,077
C.pusilla 07 14/01/2014 6,66 0,022 108,0 0,008 0,061 6,39 0,019 111,0 0,007 0,058
C.pusilla 08 10/11/2014 6,45 0,024 95,30 0,005 0,067 5,28 0,025 99,2 0,006 0,053
C.pusilla 09 10/11/2014 6,24 0,026 117,0 0,006 0,053 5,37 0,029 120,0 0,006 0,045
C.pusilla 10 10/11/2014 6,27 0,023 81,90 0,011 0,076 5,25 0,025 83,1 0,011 0,063
Média 6,288 0,024 93,98 0,011 0,069 5,57 0,024 97,1 0,010 0,059
D.P. 0,31 0,002 19,8 0,007 0,01 0,47 0,024 19,5 0,020 0,012
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Tabela 16. Resultados esterolégicos com estimativa numérica dos neurénios Dcx positivos do telencéfalo do hemisfério esquerdo (TE) e do hemisfério
direito (TD) durante a migracao e na pos-migracdo de Calidris pusilla.

) Data de Espessura Migracdo sul  Data de CE Espessura
Migracéo sul TE N° de células CES N° de células
captura (um) TD captura Scheaffer  (um)

C. pusilla 01 04/08/12 2 098.918 0,029 29 C. pusilla 01 04/08/12 2 056.702 0,028 29
C. pusilla 02 04/08/12 2.007.998 0,032 23 C. pusilla 02 04/08/12 2.085.012 0,031 23
C. pusilla 03 12/08/12 2.088.195 0,029 23 C. pusilla 03 12/08/12 1.975.232 0,028 22
C. pusilla 04 07/08/12 1.030.471 0,040 25 C. pusilla 04 07/08/12 965.740 0,045 24
C. pusilla 05 07/08/12 C. pusilla 05 07/08/12

2.482.799 0,033 22 2.196.072 0,034 22
Média 1.941.675 Média 1.855.751 22,62
Desvio padréo 541.687 Desvio padrdo

503.774

o Pds-migracdo
Pés-migracdo sul TE

TD
C. pusiIIa 06 03/03/09 2.413.727 0.039 38 C. pusiIIa 06 03/03/09 2.732.833 0.033 350
C. pusilla 07 14/01/14 3.055.404 0,038 29 C. pusilla 07 14/01/14 3.320946 0,036 28,0
C. pusilla 08 10/11/14 1.892.190 0,047 27 C. pusilla 08 10/11/14 1.853989 0,047 30,0
C. pusilla 09 10/11/14 2.341.529 0,035 28 C. pusilla 09 10/11/14 2.381463 0,032 28,0
C. pusilla 10 10/11/14 1.637.461 0,041 29 C. pusilla 10 10/11/14 1.602062 0,041 28,0
Desvio padréo 544.394,34 Desvio padrao 687.701,33
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chice Mendes de Conservagio da Biodiversidade - ICMBio
" Sistema de Autorzagio £ Informagio em Biodiversidade - SISBID

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Niamero: 44551-1 Data da Emissio: 03/07/2014 D8:55 Data para Revalidagio®: 02/08/2015

* De acordo com o art. 33 da IN 1542009, esta autorzagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atwvidades do projeto.
mas deverd ser revalidada anualmente mediante a apresentac3o do relatdnio de atividades a ser enviado per meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversano de sua emissdo.

Dados do fitular

MNome: CRISTOVAM GUERREIRO DIMNIZ CPF: 51835274224

Tiulo do Projeto: NEURDECOLOGIA DE AVES MIGRATORIAS MARINHAS: Padrées Migratirios Contrastantes. Respostas Adaptatvas e

Mecanismos Meurais Subjacentes.

Mome da Instituigie : Instituto Federal de Educagdo Ciéncia e Tecnologia do Para CMP.J: 09.021.003/0001-36

Cronograma de atividades

= Descricio da atividade [ Tnicic [mEsfana] [Fim [mésianc)
THEE & OE sanjus, O I, 0% MRGITIE. | [DEEUTE

Observagbes e ressalvas

Ag athidades de campo exercidas por pessoa natural ou Junidica esrangeira, em toda o temfitro nacional, que Impliguem o deslocamento de recurses humanos e
1 | materals, 1endo por objeto coletar 4an0s, matenals, e5pasimes DIDIOgICEs & MINSrals, PECSs INtEgrantss 63 cullura natlva & cullura popular, pressns & passaﬂa
mimamaoﬂemmmewmlmmseuesnnanaomm allfushuja tsaestéusu acs

coma 0 consentimentn 4o respunm-ei peda area, publica ou |:|1ua:1.a onge 5erd reailr_anaa aumne nelusive do ugiogemnr de tema Indlgena |FIJN.N| da
unidade de conservagio estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, amendatanio, possEiD ol Moradar de Area deniro dos Iimites de unidade de conservago
o undiana encontra-&e em curso.

Este documento somente podera ser UHIZA00 para o ins previstos Na INBIGa0 Momatva IBAMA M° 1542007 oU Na INGirigao Momatva ICKBIC n° 102010, no que
3 | especiica esta Autorizagdo, no podendo sar WNIZ300 para fins comersials, INAUSITals ou esportives. O matenal gD coietadn devara ser utliZacd para atvidages
clenificas ou (“IIaﬂm no al'I'I[mD IIJ EﬂElI'ID SUpEron.

Licenga pnlmpum;&nm Emm;hdeﬂmerama l:ITE enhCITE“]

O fituiar de licenga ou autonzagso & 08 membros da sud equipe deverdo optar por metodos o2 coleta & Instrumentos de capiura direcionados, 5EMpre QUE pogaivel,
5 | a0 grupo taxonamiss de IMteresse, EVIEANGD @ MOME DU EaN0 SIQNICIlive 3 OULDES Qrupos; & SMpregar esforgo de COIST3 OU Capiura que nSo COMPrometa 3 Wiaolidads
de pogulapdes do grupo tEmondmico de Intsresse em condigdo in stu.

0 tituiar de autorzagdo ou e licenga permanente, 3s50M como o5 Membnos g2 5L equipe, quando da violacio da legislacao wigeme, ou quando 43 Inadequacao,
& uﬂsaiuﬂumsa uesmgéndelnfama;ﬁesreleum que subsidaram a expedlcdo do ato, podera, medlants llsds.e’lurnoﬁmﬂa 1er a autorizagdo ou licenca

EQlEapa0 que E2k .
7 p{atafon'namnlhemzl £ N3 2an3 scandmica mush'a U 30 conhecimento iradisional 35500300 30 pmmm gene'unn. pﬂaﬂna ge peslprs.a clentifica,
bioprospecgdo & desanvolvimento tecnoitglco. Vaja malores Informagdes em www.mma.gov.briegen.

g |Em caso e pesguisa em UNIDADE DE CONSERVACAD, o pesquisador tiiular desta autorizacio deverd contactar a adminksiragao da unidade a im de CONFIRMAR
AS DATAS das expediches, 3s condigles para realzagio das coletas @ de uso da Infra-estutura da widade.

Outras ressalvas

[T} Comanicar ida a campo com antecedéncia minima de 15 dias [paule oliveirm@icmbio.gov br T {BT] 3425 334 (7] para a coleta, Tazer-se
1 acompanhar per extrativista indicade pela Chefia da UC e AUREMAT, 3) apresentar a proposta de pesquisa € os seus resultados para as
comunidades que vivem na drea onde haverd a coleta de material, além do Conselho Deliberativo da Resex Marinha de Tracuateua; 2, 4)

s, ibdizar copia dos produtos da pesguisa para a adminisira da Resex Marinha de Tracuateua
[Z [A quanfidade maxima ge sangue mle%e UM INGVIJUD NS0 Ewe ultrapassar 15 0 5el peso cofporal.

Comunicar por email- resexcaeteifiicmibio.gov br, ou pelo tel (3724257574, ou pesscalmente em nosso escribrio em Braganga, as datas de
coleta de fauna e flora no iterior da UC. ou nos estuarios do rio Caeté e Taperagu com certa antecedéncia; Disponibdzar copia dos resultados
3 | produtos gerados com os dados coletados no interior da Unidade; Di ilizar um membro da equipe para esclarecimento do projeto, caso seja
necessano, junto ao Consehho Deliberativo, ou em alguma comunidade especifica da RESEX que possa ter interesse nos resultados da pesquisa
desenvolvida.

Este documento (Auterizagio para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrucio Mommativa n®154/2007. Através do codigo
de autenticagio abaixo, qualquer cidadio podera verificar a autenticidade ou regulanidade deste documento, por meio da pagina do SisbioICMBio na

Intemet (wenw.icmbio.gov_brisisbio).
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Institute Chico Mendes de Conservagio da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizago e Informagdo em Biodiversidade - SISBID

Autoriza;'zic para atividades com finalidade cientifica

Nimero: 44551-1 Data da Emissio: 03/07/2014 08:55 Data para Revalidagio®: 02/08/2015
* De acordo com o art. 23 da IN 1542002, esta autorzagdo tem praze de valdade equivalents ao previsto ne cronograma de atwvidades do projeto
mas devera ser revalidada anualmente mediants a apresentagdo do relatinio de stividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversaro de sua emissdo.

Dados do titular
Mome: CRISTOVAM GUERREIRO DINIZ

CPF: 512.352.742-24

Titule do Projete: NEURDECOLOGIA DE AVES MIGRATORIAS MARINHAS: Padries Migratorios Contrastantes. Respostas Adaptativas e

Mecanismos Meurais Subjacentes.

Mome da Institeigio : Institutn Federal de EducacSa Ciéncia e Tecnologia do Para CMP.J: 02.021.003/D001-38

Comunicar por email: claudia alves@icmbio.gov br, ou pelo tel {E" FAZETETE, ou pessoalments em nosso escritono em Braganca, as datas de
coleta de fauna e flora no interior da UG, ou nos estudnios do rio Gurupi & Pifa com certa antecedéncia; Disponibilizar cépia dos resultades e
4 | produtos gerades com os dados coletados no interior da Unidade; Disponibilizar urm membro da equipe para escarecimento do projeto, caso seja

'emisil' pajuntn ao Conselho Deliberative, ou em alguma comunidade especifica da RESEX que possa ter interesse nos resultados da pesquisa
Desenvoivida.

Equipe

& Home Funiao CPF Coc. Identidads Naclonalldada

1 | Mara Gyzey de Marais Magalndes Pesquisatars BDZ988.77257 4252685 SEGUP-PA Brasliaia

T | Crisiovan Wangensy Picanco Dinig FEsgquiEanar COIA0E SEGURFA SraslEa

3 [ Maung Angre Damasceno oe Melo Pesquisanar 3266810 SEGUP-PA Brasliaia

4 | Dario Carvalho Faulo Pasquisadar B 4309560 P.CWEPA Srasliela
|5 | Pafrick Douglas Coméa Pefera Alung Graduagao E1= 585.332-64 E90329E SSP-PA Brasligira

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

= Municipio UF [Descrgao do Tocal Tieo

1 2A ESERVA EXTRATIVISTA MARINAA DE CAETE-TAPERACU UC Federal

2 PA ERVA CXTRATIVIG 1A MARINAA OE GURUPIFIRIA T Federal

3 PA RESERVA EXTRATIVISTA MARINHAA DE TRACUATEUA UC Federal
Atividades X Taxons

= Atividade Taxons

1 | captura de animais sl - gimmamaﬂa. Charadnis WiEona, Charadius semIpamails, Chaladiis colans, Caldns
2 | comtatrans dea Biciogicas In st g.laa?:dl.ssemluamar.m, Caldns pusilla, Actitis macularia, Charadrius wisonla, Charadrius

- = B maculana | Gioe: 5], Charathss semipamands | Ep
3 | Coktatranspons de S5pecimes 03 fauna siveste In sty Charaanis collars ["Gige: 5)
4 | Obsenvagio e gravagio e Imagem ou som ;a:;:ipmlla ACiNIE MacUana, Charamius collans, Charadnus samipalmatus, Charadnus

* Quantidace de Indviduos por espacie, por iocalldate ou unidade 6 cONServagan, a serem coietados durants um ano.

Material e métodos
[1 [ Amosiras bioidgicas [Aves)
[2 | M&todo de capiuraicoleta [Aves)

[ Sangue, Penas, Requrgitagsoiconteioo esiomacal, Fragmenio de ecidoiingdo |
[ Rede de neblna, Ouiros meétodos de capluraicoletalProcura com lantema. [Nighi-Lighting)) |

Destino do material biclogico coletado

[#] Mome local desting | Tipo Desting |
[1_[instibuto Federal de EducagSo Clgncla e Tecnologla do Pard | colegio |

Este documento {Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugio Momativa n®154/2007. Através do codigo
de autenticagio abaixo, qualquer cidadio poderd verificar a autenticidade ou regulanidade deste documento, por meio da pagina do SisbicICMBio na

ntemet (weow.icmbio.gov_brisisbio).
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Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica
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" De acondo com o art. 33 da IN 154/200%, esta autorizagao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentag3o do relatirio de stividades a ser enviado por meio do Sishio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversdrio de sua emissdo.

Dados do titular
Mome: CRISTOVAM GUERREIRD DIMIZ CPF: 518.352.742-34

Titulo do Projeto: NEUROECOLOGIA DE AVES MIGRATORIAS MARINHAS: Padries Migratorios Contrastantes. Respostas Adaptativas e

Mecanizmas Meurais Subjacentes.

Mome da Institwigde : Instiuto Federal de EducagSo Ciéncia e Tecnologia do Para | CMPJ: 02.021.003/0001-85

Registro de coleta imprevista de material biolégico
De acordo com a Instruglo Mormativa n°154/2007, a coleta imprevista de material biclégice ou de substrate néo
contemplado na autorizagdo ou na licenga permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasifo da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do
material bicldgico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizagdo ou da licenga permanents com a devida
anotagdo. O material bioldgico coletado de forma imprevista, devera ser destinado & instituiio cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colegdo bioldgica cientifica registrada no Cadastro Macienal de ColegSes Bioldgicas (CCBIQ).

Taxon" Qide Tipo de amostra Ttde Data

Este decumento (Autorizagio para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Mommativa n®154/2007. Através do codigo
de autenticacio abaixo, qualquer cidadio podera verificar a autenticidade ou regulanidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

ntemet (wenw.icmbio.gov_brisisbio).

Cédigo de autenticagdo: 17785834 |||‘IHIIIHIHI
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Nome: CRISTOVAM GUERREIRD DINIZ CPF: 518.352.742-34

Titulo do Projeto: NEURDECOLOGIA DE AVES MIGRATORIAS MARINHAS: Padries Migratinos Contrastantes, Respostas Adaptatvas e

Mecanismos Meurais Subjacentes.
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* Identificar o espécime no nivel taxondmico possivel.

Este documento {Autorizagio para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugio Mormativa n®154/2007. Através do codigo
de autenticagdo abaixo, qualquer cidadio podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Intermet (wanw icmbio.gov_brisishio).
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Hippocampal neurogenesis and volume in
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* cristovam_diniz@gmail.com

Abstract

Long distance migratory birds find their way by sensing and integrating information froma
large number of cuesin their environment. These cues are essential to navigate over thou-
sands of kilbometers and reach the same breeding, stopover, and wintering sites every year.
The semipalmated sandpiper (Calidns pusifla) is a long-distance migrant that breeds in the
arctic tundra of Canada and Alaska and winters on the northeast coast of South America.lts
fall migration includes a 5,300-kilometer nonstop flight over the Atlantic Ocean. The avian
hippocampus has been proposed to play a central role in the integration of multisensory spa-
tial information for navigation. Hippocampal neurogenesis may contribute to hippocampal
function and a variety of factors including cognitive activity, exercise, enrichment, diet and
stress influence neurogenesis in the hippocampus. We quantified hippocampal neurogen-
esis and volume in adult migrating and wintering semipalmated sandpipers using stereologi-
cal counts of doublecortin (DCX) immunoclabeled immature neurons. We found that birds
capluredin the coastalregion of Braganca, Brazilduring the winlering period had more DCX
positive neurons and larger volume in the hippocampus than individuals captured in the Bay
of Fundy, Canada during fall migration. We also estimate the number of NeuN immunola-
beled cells in migrating and wintering birds and found no significant differences between
them. These findings suggest that, at this time window, neurogenesis just replaced neurons
that might be lost during the transatlantic flight. Our findings also show that in active fall
migrating birds, a lower level of adult hippocampal neurogenesis is associated with a smaller
hippocampal formation. High levels of adult hippocampal neurogenesis and a larger hippo-
campal formation found in wintering birds may be late occurring effects of long distance

migratory flight or the result of conditions the birds ex perienced while wintering.

PLOS ONE | https:#doi.ora/10.1371fjoumal.pone. 0179134 June7,2017
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INTRODUCTION

The semipalmated sandpiper is a long-distance migrant that breeds in the arctic and under-
takes an annual fall migration to South America. Geolocation tracking of a semipalmated
sandpiper that bred on Coats Island in the Canadian arctic showed a six-day, non-stop flight
from a stopover site on James Bay to the Orinoco Delta on the border of Venezuela and Guy-
ana, followed by 11 days of further movement to northeastern Brazil where it spent the winter
[1]. Its fall migratory path included a 5,300-kilometer flight over the Atlantic Ocean to South
America. Approximately 75% of the world population of semipalmated sandpipers make a
stopover during fall migration in the Bay of Fundy in Canada. Birds feed at stopovers to
increase their fat reserves in order to sustain intense continuous exercise during the following
days of non-stop flight [2].

The avian hippocampus plays a central role in spatial ability and spatial memory in birds as
shown by single cell recording [3, 4], the effects of hippocampal lesions [5-8] and comparative
analyses [6, 9—17]. There is evidence for hippocampal involvement in the spatial and naviga-
tional components of migration and homing [11, 18-20]. Adult neurogenesis in the avian hip-
pocampus is specifically associated with migratory behavior [15, 21] and migratory birds have
been shown to have better long term memory [22] and better spatial memory [19, 20] than
non-migrants. Migrants combine visuospatial learning and memory with other navigational
systems [23, 24] including cryptochrome magnetoreception [25, 26] to maintain orientation
during flight. Enhanced adult hippocampal neurogenesis is a strong candidate as one of the
mechanisms underlying spatial ability and navigation in migrants [15] and there is recent evi-
dence for glial cell involvement as well [16].

Experiments with immediate early genes (IEGs) have showed significant changes in hippo-
campal activation patterns confirming the hippocampus role in navigation [27-30]. Indeed,
their activation seems to be directly related with memory storage and to an increase in the neu-
ronal activity in response to changes in the magnetic field [30-36].

There are many proposed functions for adult hippocampal neurogenesis. It may provide
new neurons to encode new memories [37] or promote both forgetting and the acquisition of
new memory [38]. Neurogenesis in the hippocampus may play a role in pattern separation,
that is, distinguishing among similar events [39] or it may establish a reserve of new neurons
that can be drawn on as needed [40]. The excitability of immature neurons may contribute to
the remodelling of hippocampal circuits [41]. There are, in addition, many factors that
increase adult hippocampal neurogenesis including cognitive activity, environmental enrich-
ment, exercise, diet, stress, gonadal hormones, and aging [42-47].

Because many of these multivariate influences are present in long distance migration we
hypothesized that neurogenesis in the hippocampal formation of migrating birds would be
higher than that of wintering birds. Indeed, we expect that the negative influence of the exten-
uating exercise associated with the long distance migratory flight would be less intense than
the other positive influences and this would upregulate neurogenesis. To test this hypothesis,
we compared the number of new and adult neurons in the hippocampus of semipalmated
sandpipers captured during fall migration in August at stopover in the Bay of Fundy, Canada,
with that of individuals captured while wintering in the northeastern coastal region of Brazil
near Braganga, Para.
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MATERIAL AND METHODS

Actotal of thirteen individuals were used, eight migrating C. pusilla (01,02,03,04,05,11,12,13)
were collected in August 2012 at the Bay of Fundy, Canada (45°50°19.3" Nand 64°31°5.39"W),
we used C. pusilla 01, 02, 03, 04, 05 for DCX positive cell counts and volume estimation and C.

pusilla 01, 11, 12, 03, 13 for NeuN cell counts. Other five wintering individuals (C. pusilla
06,07,08,09,10) were captured between November and March on Canela Island (four individu-
als in 2014 and one in 2009), in the tropical coastal zone of northern Brazil (00°47°09.07” S and
46°43°11.29” W) and these were used only for DCX counts and volume.

Although the number of birds are different all statistical comparisons, were made between
groups of 5 (five) individuals (except for NeuN counts extracted from previous report [16])
assuming unpaired samples and unequal variances. Semipalmated sandpipers reach the coastal
zone of northern Brazil in August and September and begin migration to the arctic between
May and July (Fig 1).

Birds were captured under license N° 44551-2 from the Chico Mendes Institute for
conservation of Biodiversity (ICMBio) and Scientific Capture permit ST2783 from the
Canadian Wildlife Service. All procedures were carried out in accordance with National
Institutes of Health (USA) and Brazilian regulations for scientific procedures on animals
and with approval of the Animal Users Subcommittee of the University of Western On-
tario. All efforts were made to minimize the number of animals used and the stress and
discomfort to animals.
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Fig 1. Migratory routes. Map with the migratory routes. Blue dots are the sampling sites. Red traced lines are the routes [48]. Scale bar: 1000 km.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0179134.9q001
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Perfusion and histology

Immunohistochemistry

Immediately after capture (still on the field) and under deep isoflurane anesthesia, birds were
perfused transcardially with phosphate buffered saline 0.1M followed by aldehyde fixatives
(4% paraformaldehyde, 0.1 M phosphate buffer, pH 7.2—7.4). Brains were dissected, stored in
phosphate buffered saline 0.1M and cut by Vibratome (Leica VT1000S) or freezing microtome
(Sliding Microtome, Reichert Jung) in the coronal plane. Six anatomical series of sections (6
parallel series), cut at 60 or 80um in the freezing microtome or vibratome respectively, were
immunolabeled for NeuN or DCX or stained by Nissl. Free-floating sections were immunola-
beled with anti-doublecortin antibody (Santa Cruz SC-8066) or NeuN antibody (Milipore-
Sigma, MAB377), and mounted on glass slides coated with an aqueous solution of gelatin
(10%) and chromium potassium sulfate (0.5%). Sections were air-dried at room temperature,
dehydrated, cleared in alcohol/xylene series and covered with 50% entellan (Entellan1 Novo
107961, Merck Milipore) diluted in xylene and cover slipped.

Free-floating sections were pre-treated with 0.2 M boric acid (pH 9) at 70°C for 60 min as an
antigen retrieval method, washed in 1% phosphate buffer/saline/triton (PBST) and washed
three times for 2 min each time in PBS. Sections were then immersed for 12 hours in 10% Nor-
mal Horse Serum Blocking Solution S-2000, Vector Laboratories (for DCX slides) and 10%
Normal Goat Serum Blocking Solution S-1000 Vector Laboratories (for NeuN slides) trans-
ferred to the primary antibody (Doublecortin C-18, sc-8066 Santa Cruz Biotechnology and
Anti-NeuN Mab 377 MilliporeSigma) diluted in PBST 0.3% (1:500) and incubated for 12h at
4°C with gentle and continuous agitation. Washed sections (PBST 1%) were then incubated
overnight in the secondary antibody (Biotinylated Horse Anti-Goat 1gG Antibody, BA-9500,
Vector Laboratories (for DCX) and Biotinylated Goat Anti-Mouse 1gG Antibody, BA-9200,
Vector Laboratories (for NeuN), 1:400 in PBST 0.3%) followed by 0.3% hydrogen peroxide for
15 minutes, washed three times in PBST for 2 min each time, then immersed in avidin-biotin-
peroxidase complex (ABC) solution (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA; 37.5ul A,
37.5ul B in 13.12ml of 0.3% PBST) for 60 minutes. After a 2 min wash in PBS, sections were
reacted to visualize DCX immunolabeled neurons using the glucose-oxidase-DAB-nickel
method. As a control of the immunohistochemical labeling patterns we omitted the primary
antibody and confirmed that the secondary antibody did not produce any unspecific labeling
[49].

Hippocampal and telencephalon volumes

We defined the sandpiper hippocampal formation as comprising the hippocampus proper and
the parahippocampal area [16]. To measure hippocampus volumes and the ratio between
them we followed the total telencephalon method previously recommended [50]. To that end
we used the optical fractionator, a standard stereological method that estimates volumes based
on the Cavallieri principle [51]. Values for statistical analyses were extracted from doublecortin
labelled anatomical series of sections. The telencephalon (telencephalon + hippocampus) vol-
ume was estimated between the first and the last tissue sections of the telencephalon as previ-
ouslysuggested[17].
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Neuronal numbers

After selective DCX and NeuN immunolabeling, we determined the number of neurons. We
did not distinguish between migratory (elongate morphology) and recruited (spherical)

A B

Fig 2. Hippocampal formation grid and counting frames. Example of a section of the left hippocampal formation
highlighted in green color (A). Counting frames (140 x 106 ym) were randomly and systematically placed ina250 x 250 ym
grid (B). Scale bars: 500 um.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0179134.9g002

phenotypes [52, 53]. We used the optical fractionator to estimate total cell numbers [54-56].
The optical fractionator is unaffected by histological changes, shrinkage, or damage-induced
expansion of tissue [57]. Each hippocampal contour from one hemisphere was digitized
directly from each section using a 4.0X objective on a NIKON Eclipse CI (Nikon, Japan),
equipped with a motorized stage (MAC6000, Ludl Electronic Products, Hawthorne, NY,
USA). High power images were acquired under oil immersion, using a high-resolution 100x
oil immersion plan apo objective (Nikon, NA 1.45, WD = 0.13 pm), and Stereo Investigator
software (MBF Bioscience Inc., Frederick, MD, USA). We began by screening the complete
section from one hemisphere to delineate the hippocampal region. The borders of the hippo-
campal formation were deFIned according to the changes identiFled in the staining pattern.
To unambiguously detect and count the objects of interest in the dissector probe, the low
power objective was replaced by the high-resolution 100X oil immersion objective. At each
counting site, the thickness of the section was carefully assessed using the high-power objective
and the FIne focus of the microscope to deFIne the immediate defocus at the top and bottom
of the section. Because both the thickness and neuron distribution in the sections were uneven,
we estimated the total number of neurons based on the number-weighted section thickness.
This value gives the estimated population count determined by the selected series of optical
fractionator runs using the number-weighted section thickness [58]. All sampled neurons that
came into focus inside the counting frame were counted and added to the total, provided cell
bodies were entirely within the counting frame or intersected the acceptance line without
touching the rejection line [51]. Counting frames (140 x 106 um) were randomly and systemat-
ically placed in a 250 x 250 ym grid. Fig 2 shows an example of counting frames and grid
placed over a section of the left hippocampal formation. The experimental parameters, vol-
umes and counting results in the region of interest of left and right hemispheres are shown for
each bird in the supplementary materials Tables A-G in S1 File. The grid size used was adapted
to achieve an acceptable coefficient of error (CE). The calculation of the CE for the total neu-
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Photomicrography

RESULTS AND DISCUSSION

Wintering

Migrating
DCX labelled cells DCX labelled cells

ron count in each bird used in the present study adopted the one-stage systematicsampling

procedure (Schaeffer CE) that has been previously validated [59]. The level of acceptable error
in the stereological estimations was deFIned by the ratio between the intrinsic error intro-
duced by the methodology and the coefFIcient of variation. CE expresses the accuracy of the
cell number estimates, and a CE under 0.05 was deemed appropriate for the present study
because variance introduced by the estimation procedure contributes little to the observed
group variance [59].

We used a digital camera (Microfire, Optronics, CA, USA) coupled to a NIKON Eclipse Ci
microscope to capture digital images which were processed with Adobe Photoshop software
for illustrations shown in Figs 2 and 3. Scaling and adjustment of the brightness and contrast
levels were applied to the whole image.

Doublecortin was broadly expressed in the telencephalon of adult Calidris pusilla. Fig 3 shows
doublecortin immunolabeled neurons on the hippocampal formation.

We found a major difference between migrating and wintering birds in the number of DCX-
immunolabeled hippocampal cells and in hippocampal volume (Fig 4, Tables E-G in S1 File). C.
pusilla wintering individuals showed on average, 2.4 times more DCX immunolabeled cells than
C.pusilla migrating birds (Wintering 133,143.80 + 15,551.80 vs Migrating 55,057.95 + 12,171.50
(mean £ SD); two-tailed t-test, df = 7 t = 2.36 p<0.00). As expected the density values of DCX
immunolabeled cells showed that wintering birds had 1.73 more DCX positive cells/mm?than
migrating ones (Wintering 21,256.95 + 3,384.1; Migrating 12,257.19 + 1,065.42 (mean + SD);
two-tailed t-test, df = 7; t = 2.01; p<0.00) (Fig 5). Total number of DCX labelled cells for each
bird are shown in Table E is S1 File. The volumes of the hippocampal formation were signifi-
cantly different in migrating and wintering semipalmated sandpipers (Wintering 6.28 mm® +
0.3 vs Migrating 4.46 mm?®+ 0.7 (mean + SD); two-tailed t-test, df = 5; t = 2.01, p<0.00) shown
in Table F in S1 File.

NeuN counts showed on average, no significant differences between migrating and winter-
ing sandpipers. Indeed, NeuN total counts were 946,247 + 139,352 neurons on migrating and
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Fig 3. Doublecortinimmunolabeled neuronsin the hippocampal formation. (A) Wintering hipocampal formation image in 4x objective, (B) 10x objective,
(C) 20x objective and (D) 100x objective. (E) Migrating hipocampal formation image in 4x objective, (F) 10x objective, (G) 20x objective and (H) 100x
objective. Scale bars: Aand E—500 pm; B and F—250um; C and G—125 ym; D and H—25 pm.
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https://doi.org/10.1371/journal.pone.0179134.9q003
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Fig 4. DCX Neurons and volume in migrating versus wintering. Difference between migrating and wintering birds
in the number of DCX-immunolabeled hippocampal neurons and hippocampal volume. Asterisks mark significant
statistical difference between winteringand migrating animals. Error bars represent standard deviation.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0179134.9g004

909,540 £ 138,470 (mean * SD) on wintering sandpipers (data extracted from [16]) (two-tailed
t-test, df=7;t=0.39,p =0.7).

Detailed cell counts and volume data are shown in supplementary material for both hemi-
spheres (Tables A-G in S1 File).

The fall migration of the semipalmated sandpiper includes continental stopover sites and a
multi-day nonstop flight across the Atlantic Ocean from northeastern North America to

Ne of DCX cells / mm?
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20.000 F

15.000 P

10.000 }

5.000 p

BWintering OOMigrating

Fig 5. Doublecortin immunolabeled neurons per mm?. Difference between migrating and wintering birds in the
number of DCX-immunolabeled hippocampal neurons per mm?®. The asterisk marks significant statistical difference
betweenwinteringand migratinganimals. Error bars represent standard deviation.
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https://doi.org/10.1371/journal.pone.0179134.9g005

northeastern South America. The environment throughwhich the birds fly changes dramati-
callyduringthisflightandbirds probably integrate global cues, learned local gradient maps,
and local landmark information in order to successfully complete migration [24, 60]. Trans-
oceanic and trans-continental long-distance navigation makes use of celestial and geomagnetic
information [61, 62] whereas learned gradient mapsand local landmarks in various sensory
modalitiesare associated with shortdistance overland migratory behavior[61, 63]. We have
shown for the firsttime inthe present report that levels of neurogenesis and volume of the hip-
pocampal formation of along-distance migrantare lower during fall migration than while
wintering.

It is not clear why hippocampal neurogenesis might differ between wintering and actively
migrating birds. Cognitive activity, environmental enrichment, diet, and stress are known to
affect levels of hippocampal neurogenesis. It is difficult to distinguish their relative contribu-
tions to neurogenesis. Indeed, it has been previously described that migration, as noted above,
probably engages several cognitive processes. Increased spatial processing is associated with an
increase in the number of new neurons in the hippocampus [14, 64—67] and birds’ behavior
during migration is consistent with elevated demands on spatial learning and memory [15].
Migratory birds, compared to non-migrants, show better performance in both spatial memory
[19, 20] and long term memory tasks [22]. New neurons migrate, enter neural networks, and
become important for spatial discrimination [68—71] and spatial memory and learning [14, 72—
74]. In line with these results, previous research with migrating (Zonotrichia leucophrys
gambelii) and non-migrating (Z. I. nuttalli) white-crowned sparrows showed a greater number
of doublecortin-positive neurons in the hippocampus of the migratory subspecies [15].

In addition, long distance migration might also be considered a kind of environmental
enrichment. The journey may be visuo-spatially enriched and may engage perceptual pro-
cesses involved in celestial, olfactory and geomagnetic navigation in ways that do not occur
outside the period of migration. Long distance migrants may be exposed to more diverse spa-
tial information, compared to short distance migrants, resulting in greater recruitment of new
neurons [21]. From mammals, studies in rats and mice showed that environmental enrich-
ment is associated with elevated neurogenesis and neuronal recruitment in the dentate gyrus
[75-80].

If increased cognitive activity and environmental enrichment are indeed the causes of
increased hippocampal volume and neurogenesis in semipalmated sandpipers, their effects
however, are seen not during migration, but during the wintering period that follows.

Long distance flight also involves intense exercise, and exercise reliably increases hippo-
campal neurogenesis [78]. European starlings given flight exercise in a wind tunnel had greater
levels of hippocampal neurogenesis than control birds without flight exercise [81]. Starlings
flew in the wind tunnel for 15 consecutive days for durations that increased up to 180 min/
day, followed by a final day of voluntary flight of up to 4 h. If long distance flight by semipal-
mated sandpipers causes an increase in hippocampal neurogenesis, however, its effects, like
those of cognitive activity and environmental enrichment, are not seen during migration but
during the subsequent wintering period.

The same study of starling wind tunnel flight also showed that a diet high in polyunsatu-
rated fatty acids (PUFA) led to less hippocampal neurogenesis than a diet low in PUFAs [81].
Semipalmated sandpipers during their stopover in the Bay of Fundy consume a diet extremely
high in PUFAs [2, 82, 83]. Their diet during this stopover includes large amounts of the
amphipod Corophium volutator in which 45% of total lipids are in the form of PUFAs. This
diet may therefore depress hippocampal neurogenesis during stopover.

Stress and elevated glucocorticoid levels reduce hippocampal neurogenesis [43, 44, 46, 47].
The glucocorticoid hormone corticosterone is elevated during long distance migrants in
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preparation for migration, while accumulating fat reserves for migration,
and during refueling stopovers [84-86]. Elevated glucocorticoid levels could
therefore be responsible for lower lev- els of hippocampal neurogenesis
found in semipalmated sandpipers collected during their Bay of Fundy
stopover.

Finally, there is an alternative interpretation connected to a reduced use of
the hippocampus during fall migration. In that case, long distance migration
in the sandpipers may rely on com- pass direction whereas local navigation
in the wintering home range may rely on constant use of the hippocampus
stimulating neurogenesis in higher proportion. To support this hypothesis,
previous findings demonstrated that pigeons with hippocampal ablation
usually find their way back home [87]. If similarly fall migration is mainly
dependent on compass and less in the HF we may have correspondently less
hippocampal neurogenesis in migrating birds.

To find out if DCX-positive cells survived and were integrated into
existing hippocampal circuits, or disappear, we checked how neuronal
numbers compare in the two groups. The absence of significant difference
between migrating and wintering sandpipers with NeuN labeling indicates
that hippocampal neuronal number does not increase after each winter, and
the newly generated neurons seem to compensate for the loss that might
occur during the transatlantic flight. Thus, the difference in hippocampal
volumes may be related to other mod- ifications that do not come from
neuronal number changes. We suggest that other cell numeri- cal and/or
morphological changes and/or expansion of extracellular matrix may
contribute to the hippocampal volume differences.

Thus, if long distance migration does act to upregulate neurogenesis its
effects are seen not during migration but during the wintering period that
follows. Alternatively, there may be diet and glucocorticoid effects that reduce
hippocampal neurogenesis during migration. In addition, there may be effects
specific to the wintering period that result in elevated neurogenesis, perhaps in
preparation for spring migration. Because all these effects and environmental
inputs are asso- ciated with migration, and because all of them may have an
influence on neurogenesis, it would be important in near future to compare
more groups of birds at different stages of their annual cycle. Indeed, our study
was limited to a group caught in Canada at the beginning of migration and a
second group in Brazil during wintering. It would be very informative if there
were two more groups of birds, one caught in Canada before migration, when
the birds were settled in the region, and one in Brazil just as the return
migration started. This design would allow to partially account for dietary,
environmental, social (including reproduction) or other factors and stress.

CONCLUSIONS

We hypothesized that neurogenesis in the hippocampal formation of
migrating birds would be higher than that of wintering birds. We found
higher levels of adult hippocampal neurogenesis and a larger hippocampal
formation in wintering birds, suggesting that these changes may be late
occurring effects of long distance migratory flight or the result of conditions
the birds experienced while wintering. We also detected no differences in
NeuN immunolabeled cells in migrating and wintering birds suggesting at
least for this time window that neurogenesis just replaced neurons that
might be lost during the transatlantic flight. The clear differences we
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about the natural control and function of adult hlppocampal neurogenesis.
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