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“Se enxerguei mais longe, foi porque me
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RESUMO

Pouco se sabe sobre as influéncias ambientais nas células radiais a semelhantes a
glia (astrocitos radiais) e sua relacdo com a neurogénese. Como a glia radial participa
da neurogénese e da astrogénese em adultos, iremos investigar essa questdo em
duas aves marinhas migratorias que completam sua migragéo outonal usando rotas
migratorias contrastantes. Antes de seus voos para a América do Sul, as aves fazem
escala na Baia de Fundy, no Canad4, e a partir dai o macarico semipalmado (Calidris
pusilla) atravessa o Oceano Atlantico em um voo sem escalas de 5 dias, enquanto a
tarambola semipalmada (Charadrius semipalmatus) voa principalmente sobre o
continente, com escalas para descanso e alimentacdo. Usando andlise hierarquica de
cluster e discriminante de caracteristicas morfométricas para classificar células
reconstruidas tridimensionalmente, encontramos dois morfotipos diferentes de glia
radial designados Tipo | e Tipo Il. Estas células foram afetadas diferencialmente pelo
processo migratorio com alteragcdes morfolégicas mais intensas no morfotipo Tipo | do
que no Tipo Il em ambas as espécies. Nés também comparamos o numero de
neurénios marcados com duplacortina (DCX) com caracteristicas morfométricas de
células semelhantes as glias radiais a na regido V do hipocampo do C. pusilla e C.
semipalmatus antes e depois da migracdo no outono. Descobrimos que, em
comparagdo com as aves migratorias, a superficie do convex hull dos astrocitos
radiais nas aves invernais aumentou significativamente em C. semipalmatus e C.
pusilla e isso parece correlacionado com um aumento do nimero total de neurdnios
jovens imunomarcados para DCX em aves invernantes. Apesar das diferencas
filogenéticas a diminuicdo da complexidade morfolégica dos astrocitos radiais no
macarico semipalmado e seu aumento na tarambola semipalmada, uma espécie que
provavelmente depende mais da informacéo visuoespacial para a navegacgao, pode
ter implicacdes funcionais importantes. O voo migratoério da tarambola semipalmada,
com paradas para alimentagdo e repouso, versus o voo sem parada do macgarico
semipalmado, parece afetar diferencialmente a morfologia e a neurogénese dos
astrocitos radiais.

Palavras-chave: Astricitos radiais, Morfometria, Hipocampo, Neurogénese, Aves
marinhas.



ABSTRACT

Little is known about environmental influences on radial glia—like a cells (radial
astrocytes) and their relation to neurogenesis. Because radial glia is involved in adult
neurogenesis and astrogenesis, we investigated this association in two migratory
shorebird species that complete their autumnal migration using contrasting strategies.
Before their flights to South America, the birds stop over at the Bay of Fundy in Canada.
From there, the semipalmated sandpiper (Calidris pusilla) crosses the Atlantic Ocean
in a non-stop 5-day flight, whereas the semipalmated plover (Charadrius
semipalmatus) flies primarily overland with stopovers for rest and feeding. Using
hierarchical cluster and discriminant analysis of morphometric features to classify
three-dimensionally (3D) reconstructed cells, we identified two morphotypes of radial
glia, designated as Type | and Type Il. The migratory process affected these cells
differentially, with more intense morphological changes in Type | than in Type II
morphotypes in both species. We also compared the number of doublecortin (DCX)-
immunolabeled neurons with morphometric features of radial glial-like a cells in the
hippocampal V region between C. pusilla and C. semipalmatus before and after
autumn migration. Compared with migrating birds, the convex hull surface of radial
glial-like a cells of wintering birds significantly increased in both C. semipalmatus and
C. pusilla. This increase correlated with an increase of the total number of DCX-
immunolabeled neurons in wintering birds. The decreased radial astrocyte
morphological complexity in the semipalmated sandpiper and its increase in the
semipalmated plover, a species that probably relies more on visuospatial information
for navigation, may be significant, despite phylogenetic and other differences between
these taxa. The migratory flight of the semipalmated plover, with stopovers for feeding
and rest, versus the non-stop flight of the semipalmated sandpiper may differentially
affect radial astrocyte morphology and neurogenesis.

Key-words: Radial astrocytes, Morphometry, Hippocampus, Neurogenesis,
Shorebirds.
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1. INTRODUCAO

A glia radial € reconhecida como um tipo de célula ndo neuronal da linhagem
astroglial caracterizada por um corpo celular ovoide localizado perto da parede
ventricular com ramificagBes bipolares tipicamente assimétricas. As extremidades
mais curtas de seus ramos se estendem em direcdo a parede ventricular e as
extremidades mais longas na direcdo oposta a pia mater (Parnavelas e Nadarajah,
2001).

O nome glia radial para essas células foi criado por Rakic, quando descreveu o
modo de migracdo neuronal para as camadas superficiais do neocértex do macaco
fetal (Figura 1), sugerindo que as fibras radiais da glia fornecem guias (trilhos) para a
migracao celular (Rakic, 1972). Outros tipos de migragdo neuronal durante o
desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC) e na neurogénese adulta foram
descritos mais recentemente. De fato, os neurbnios imaturos viajam das zonas
germinais até seu destino final usando substratos celulares para sua migracao, e isso
parece ser guiado ndo apenas pela glia radial (Marin e Rubenstein, 2003; Rakic,
2003), mas também pelos axodnios (Hutchins et al., 2013) e vasos sanguineos que
funcionam como andaimes a serem escalados pelas células migrantes (Segarra et al.,
2015).

FIGURA 1: Desenho realizado por Rakic em 1972 no estudo do cérebro fetal do macaco Rhesus
Desenho da camera lucida de uma secéo coronal impregnada por Golgi. As fibras radiais séo inscritas
em linhas ligeiramente mais grossas em B. A area delineada pela faixa branca entre as pontas das
setas € desenhada em B com maior ampliacdo. B - Desenho composto de camera lucida da parede
cerebral na area indicado pela faixa branca em A. C - placa cortical; D - células corticais profundas; | -
zona intermediaria; M - camada marginal; MN - célula migratoria; RF, fibra radial; S - células corticais
superficiais; SV - camada subventricular; V - zona ventricular.

|

uiidids! Fonte: Elaborado por Rakic,
& R 1972
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A glia radial verdadeira (primaria) parece estar limitada ao cérebro em
desenvolvimento, o que levou a uma mudanca na sua designacao original, passando
a ser denominadas no cérebro adulto de astrécitos radiais ou astrocitos semelhantes
a glia radial (Verkhratsky e Nedergaard, 2018). Na regido subgranular do giro
denteado adulto e na zona subventricular, as células radiais semelhantes a glia
expressam a proteina acida fibrilar glial (GFAP) e diferentes estimulos como o
exercicio fisico (rodinha de correr), o enriquecimento ambiental ou a interacdo
vascular, estimulam a proliferacdo de células radiais semelhantes a glia (Bednarczyk
et al., 2011; Kempermann, 2012).

Imagens confocais mostraram recentemente que os astrocitos radiais podem
ser divididos em duas classes com base em sua morfologia (Gebara et al., 2016). As
células do tipo mais comum, designadas de células a, exibem processos mais longos
e menos ramificados em comparagao com as células B, menos prevalente e mais
ramificadas. As células do tipo a originam neurdnios e astrocitos, enquanto as células
do tipo B nao proliferam (Gebara et al., 2016). Embora limitada a areas restritas, a
neurogénese persiste no sistema nervoso central (SNC) adulto de muitas espécies
(incluindo peixes, aves e mamiferos), e as células radiais semelhantes a glia sédo
elementos centrais desses nichos neurogénicos (Falk e Gotz, 2017; Augusto-Oliveira
et al., 2019; Oppenheim, 2019b).

Em cérebros de mamiferos e aves (Alvarez-Buylla et al., 1987), as células gliais
radiais persistem até a idade adulta e coexistem com nichos neurogénicos
espacialmente mais restritos, principalmente no prosencéfalo (Dimou e Gotz, 2014).
De fato, na zona mais ativa da neurogénese adulta em camundongos, na parede
ventricular, a progénie das células gliais radiais em divisdo ativa é tdo numerosa que
forma uma camada distinta, a zona subependimaria (SEZ) localizada abaixo do

epéndima que reveste o ventriculo (Dimou e Gotz, 2014) (Figura 2).

FIGURA 2: Nichos neurogénicos no giro denteado e ventriculo lateral (em verde). A neurogénese
enddgena persiste no cérebro de mamiferos adultos em alguns nichos, como a zona subependimaria
na parede lateral do ventriculo lateral, a zona subgranular no giro dentado e o hipotalamo. As células
gliais radiais na zona subependimaria do ventriculo lateral se dividem e geram progenitores
amplificadores de transito em proliferacéo rapida e neuroblastos que proliferam enquanto migram pela
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corrente migratéria rostral (RMS) para seu destino final, o bulbo olfativo (OB), onde eles podem se
diferenciar em diferentes tipos neuronais.
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Fonte: Figura modificada a partir de Dimou e Gotz, 2014

Em fémeas adultas do mandarim (zebra finch), de canarios, codornas e
galinhas, as glias radiais foram descritas com seus corpos celulares localizados na
parede dos ventriculos laterais do prosencéfalo, com fibras radiais penetrando no
parénquima por distancias de até varios milimetros (Alvarez-Buylla et al., 1987).
Entretanto, ndo ha, até o presente momento, nenhum esfor¢o voltado para investigar
potenciais relacdes entre a morfologia da glia radial, a neurogénese e a estratégia de
migracao. No presente trabalho busca-se investigar essas potenciais alteragbes da
glia radial comparando sua morfologia em espécies de aves marinhas com rotas
migratorias contrastantes, que demandam a utilizacdo de diferentes recursos

metabdlicos, nutricionais e visuoespaciais para consuma-las.

Esse projeto € parte de um programa de investigacdes maior, intitulado
NEUROECOLOGIA DE AVES MIGRATORIAS MARINHAS: Padrdes Migratérios
Contrastantes, Respostas Adaptativas e Mecanismos Neurais Subjacentes financiado
pela CAPES através do Programa CIMAR II.

1.1 As espécies Calidris pusilla e Charadrius semipalmatus como modelo de
investigacdo de aves marinhas migratorias

Um dos maiores acontecimentos sazonais do planeta € a migracdo de bilhdes

de aves estendendo-se por distancias variaveis, do Artico em direcdo & Antartica
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(Louchart, 2008) (Figura 3). Todos os anos elas saem de suas areas de reproducao
no Norte e migram em direcdo ao Sul, alcancando regifes tropicais e subtropicais
incluindo a América do Sul (Barnea, A. e Pravosudov, V., 2011). As condi¢cbes
climaticas e ambientais mudam em larga escala anualmente, e com isso, ocorrem
mudancas substantivas na temperatura e na oferta de alimentos induzindo migracdes
de muitas espécies incluindo as aves marinhas, de especial interesse para o presente

trabalho.

Existem algumas hipoteses que tentam entender os motivos que levam aves
migratorias a realizarem longas e perigosas jornadas. Uma delas defende que tais
aves precisariam realizar migracfes sazonais por ndo possuirem capacidade
cognitiva suficiente para encontrar alternativas de sobrevivéncia quando 0s recursos
se tornam escassos diante de mudancas drasticas de temperatura (Sol et al., 2005).
Outra possivel explicacdo estd baseada na demonstracdo de que ninhos de aves
migratdrias em locais com maiores latitudes apresentam um menor risco de predacao
(Mckinnon et al., 2010), sendo essa uma forte motivacao para a realizacdo de tais

jornadas periodicas.
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FIGURA 3: Desenho esquematico da migracdo sazonal de milhares de aves do hemisfério Norte em
direcdo ao hemisfério Sul baseado em compilacdo de numerosos trabalhos dedicados a reconstrugao
das rotas migratorias

Fonte: Ver
www.nationalgeographic.com/magazine/2018/0
3/bird-migration-interactive-maps

O Brasil apresenta grande diversidade de ambientes aquaticos com oferta
abundante de nutrientes que séo, periddica ou permanentemente ocupados por aves
paludicolas continentais, e por aves limicolas nearticas, como espécies residentes e
migratorias. Sao limicolas as espécies das familias Charadriidae e Scolopacidade

(Charadriiformes), conhecidas como macaricos e batuiras (Valente et al., 2011).

A Regido Norte do Brasil € a porta de entrada dos migrantes setentrionais no
pais (Campos et al., 2010). Dessa forma, a Amazb6nia e a zona costeira da regido
Norte e Nordeste sdo locais com muitos registros de espécies migratérias no
hemisfério Norte. Existe uma enorme diversidade de sitios de parada na costa
brasileira, desde o estado do Amapa até o Rio Grande do Sul, sendo esses pontos
fundamentais para a conservacdo dessas espécies (Telio-Janior et al., 2003). Tais
pontos de parada selecionados ao longo da migracédo em direcdo Sul, sdo eleitos por

suas temperaturas mais amenas, e fonte de alimentos que garantem o acumulo de


http://www.nationalgeographic.com/magazine/2018/03/bird-migration-interactive-maps
http://www.nationalgeographic.com/magazine/2018/03/bird-migration-interactive-maps
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energia necessaria ao término da viagem e o acumulo de gordura em preparacdo ao

retorno aos sitios reprodutivos do hemisfério Norte.

Foram registradas cerca de 40 espécies pertencentes as familias Jacanidae,
Rostratulidae, Haematopodidae, Charadriidae, Scolopacidae, Recurvirostridae,
Burhinidae e Laridae (Azevedo-Junior e Larrazabal, 1994), que vém a procura de
locais de invernada (Azevedo-Junior et al., 2002). Normalmente essas rotas
migratdrias interconectam pontos de reproducéo e invernada (Campos et al., 2010).
Durante a temporada de reproducao, a espécie migra em dire¢cdo ao Norte e retorna
as regides Articas e Subarticas da América do Norte. Nesse periodo, essas aves se

reproduzem em areas entre o Alasca e Nova Escécia (Sick, 1997b).

A migracao ocorre em pequenos ou grandes grupos até alcancarem o Caribe,
a América Central e a costa brasileira (Campos, C. E. C. et al., 2008). A peninsula
Bragantina, ao nordeste do Estado do Para, € uma das areas ocupadas por varias
espécies, dentre as quais duas espécies com rotas migratérias contrastantes de
longas distancias (Figura 4), o Calidris pusilla e o Charadrius semipalmatus,

estudadas no presente trabalho.
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FIGURA 4: Mapa identificando as rotas migratdrias das espécies Calidris pusilla (em roxo) e Charadrius
semipalmatus (em azul), a partir das areas de reprodugdo em diregcdo as areas de invernada. A linha
continua representa a migracdo outonal e a linha pontilhada a volta as areas reprodutivas.
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Fonte: Desenho elaborado por Diego Miranda

1.1.1 Calidris pusilla

O macarico-rasteirinho, como é conhecido o Calidris pusilla (Figura 5), tem seu
nome cientifico: do (grego) kalidris, skalidris = passaro da orla, cor de cinzas
mencionado por Aristoteles; e do (latim) pusillus = mindsculo, € portanto o passaro
minusculo, cinza, da orla (ver o link a seguir para maiores detalhes:

http://passarinhando.com.br/index.php/component/k2/item/959-macarico-rasteirinho-

calidris-pusilla). Essa espécie pertence a ordem dos Charadriiformes da familia

Scolopacidae, uma ave limicola, encontrada em areas costeiras e alagadas,
espalhadas por todo o globo. O ciclo de vida do macarico-rasteirinho envolve uma
migracdo regular entre areas reprodutivas no Artico, apenas na tundra no Norte do
Canada e do Alaska, e areas nao reprodutivas (de invernada) em ambientes costeiros


http://passarinhando.com.br/index.php/component/k2/item/959-macarico-rasteirinho-calidris-pusilla
http://passarinhando.com.br/index.php/component/k2/item/959-macarico-rasteirinho-calidris-pusilla
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tropicais encontrados quando da sua migracao em direcao Sul (Sick, 1997b; Piersma
et al., 2005; Gratto-Trevor et al., 2012).

Nas &reas reprodutivas, tendem a formar casais monogamicos (Gratto-Trevor,
1991), alimentando-se de invertebrados aquaticos, de insetos e aranhas (Hicklin e
Smith, 1984). A reproducéo ocorre no verdo boreal, compreendendo o periodo entre
junho a agosto (Ashkenazie e Safriel, 1979; Gratto-Trevor, 1991). No restante do ano
os individuos encontram-se em deslocamento, ao longo das areas de invernada. Nas
areas ndao-reprodutivas, de agosto a maio (Azevedo-Junior e Larrazabal, 1994),
apresentam um comportamento gregario, formando bandos de centenas e milhares
de individuos (Andres et al., 2012). Nas areas tropicais, apresentam preferéncia de
forrageamento nos ambientes de substrato lodoso e lamacento, tais como os de
estuario e manguezais, onde geralmente alimentam-se de invertebrados (Gils e
Wiersma, 1996).

Uma espécie de ave de pequeno porte, com peso e tamanho que varia entre
34 - 37g e 13 - 15cm, de bico e pernas negras (Sick, 1997a), apresentando tamanho
corporal com sutil dimorfismo sexual, sendo as fémeas um pouco maiores (Cartar,
1984; Hayman et al., 1986). Essas aves tém a plumagem monomorfica (Cartar, 1984)
gue varia com a idade e época do ano, com trés tipos de troca de plumagem:
reproducdo, intermediaria e eclipse (Morrison, 1984). Entende-se por plumagem de
reproducao aquelas com a predominancia de cores escuras, Como 0 marrom e o preto,
sendo geralmente adquirida no periodo proximo a reproducdo; por plumagem de
eclipse, aquelas onde a cor cinzenta predomina, sendo adquirida nas areas de
invernada ap6s o periodo reprodutivo, que ocorre entre maio e julho (Hayman et al.,
1986) e a plumagem intermediaria consiste em uma fase mista entre as duas citadas

anteriormente (Azevedo-Junior et al., 2001).

O C. pusilla é um passaro migratério com grande autonomia de voo, cobrindo
longas distancias com voos continuos de mais de 5000 km, em busca de seus sitios
preferenciais de invernada (Morrison, 1984). Seu voo sobre o Atlantico se estende
desde a costa leste da América do Norte até alcancar a costa norte e central da
América do Sul (Hicklin e Gratto-Trevor, 2010; Brown, 2014) (ver Figura 4).
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FIGURA 5: Imagens de um exemplar da espécie Calidris pusilla. (A) Canada (B) Brasil.

Fonte: Prof. Dr. Cristovam Guerreiro Diniz

Aproximadamente 75% da populacdo mundial de C. pusilla faz uma parada
durante a migracao de outono, na Baia de Fundy, no Canada, onde se alimentam em
grande quantidade com intlito de aumentar suas reservas de gordura, e assim,
fornecer a energia necessaria durante o voo transatlantico sem escalas (Weber, J.M.,
2009).

Em um registro anterior (De Morais Magalhaes et al., 2017), demonstrou-se que
a neurogénese em macaricos semipalmados (Calidris pusilla) migratérios adultos é
afetada por sua migracdo outonal para o litoral sul-americano. De fato, o voo
transatlantico continuo do C. pusilla, por 5 dias, foi associado com significante
encolhimento da arvore astrocitica e significativa redugdo no nimero de astrocitos,
(Carvalho-Paulo, D.; et al., 2017) enquanto que o voo migratério de C. semipalmatus
nao foi associado a essas mudancas (Henrique et al., resultados néo publicados).

1.1.2 Charadrius semipalmatus

Popularmente conhecido como Batuira-de-Bando, o Charadrius semipalmatus
(Figura 6) tem seu nome cientifico do (latim) charadrius = passaro amarelado
mencionado na Biblia Vulgata (final do século 4); e do (latim) semi = meio, metade,
pequeno; e palmatus, palma = palmado; semipalmatus = que tem os dedos
parcialmente ligados por membrana. Ver para maiores detalhes o link a seguir:
https://www.wikiaves.com.br/wiki/batuira-de-bando.



https://www.wikiaves.com.br/wiki/batuira-de-bando
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Pertence ao grupo Charadriiforme e a familia Charadriidae, com peso e
tamanho que variam entre 28 - 69g e 17 - 19cm, (Smith e Nol, 2000). E espécie
territorialista, geralmente gregaria, com dimorfismo sexual bem definido na coloragéo
da plumagem e comprimento das asas. Possuem base do bico e pernas amarelas e
nos adultos as plumagens superiores sdo marrom escuras e as inferiores brancas em
ambas as temporadas, de reproducao e de invernada, com as fémeas ligeiramente
maiores do que os machos (Cramp, 1983; Nol e Blanken, 2014). Utiliza camuflagem
disruptiva como forma de protecao eficiente contra predadores (Certari, 2008).

Nos seus habitats de reproducdo, ocupam areas abertas em terrenos de areia
ou musgosos. Na Baia de Fundy, o primeiro ponto de parada rumo ao litoral brasileiro,
seus principais habitats sdo arenques, salinas e lamas. J4 em solos onde passam o
periodo de invernada, seus habitats incluem praias, lagos e baias (Hicklin, 1987;
Certari, 2008).

Com o mesmo objetivo do C. pusilla, de se proteger do rigoroso inverno nas
regides Articas, essa espécie viaja até a Baja de Fundy (Canada), e ent&o até a terra
do fogo (Argentina), com varios pontos de parada para descanso (Figura 4). Tais
pontos de parada estéo distribuidos ao longo da costa dos Estados Unidos e Caribe,
alcancando a costa brasileira entre agosto e setembro, permanecendo até marco e
abril (Belton, 1984; Sick, 1997b; Barbieri et al.,, 2000). Tal como mencionado
anteriormente, existe uma enorme diversidade de sitios de parada na costa brasileira,
desde o estado do Amapa até o Rio Grande do Sul, sendo esses pontos fundamentais
para a conservagdo dessas espécies. Todos com temperaturas mais amenas e
abundéancia de alimentos que garantem o0 acumulo de energia necessaria ao término

da viagem (Telio-Janior et al., 2003).
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FIGURA 6: Imagens de um exemplar da espécie Charadrius semipalmatus. (A) Canadé (B) Brasil

\ S = g = e & g
- V= _ 3 e
Fonte: https://birdsna.org/Species-Account/bna/species/semplo/introduction e Prof. Dr. Cristovam
Guerreiro Diniz

1.2 Hipocampo, neurogénese e glia radial

O hipocampo € uma estrutura altamente conservada através das espécies
(Manns e Eichenbaum, 2006) e é considerado central no entendimento das bases
neurolégicas da memoéria (Moscovitch et al.,, 2016) e na orientacdo durante a
navegacao nas aves (Sherry, D. F. e Vaccarino, A. L., 1989; Atoji et al., 2002). Aves
migratérias podem navegar milhares de quildmetros com enorme precisdo, um
processo complexo que envolve a integracdo de muitas fontes de informacgéo
sensorial especializadas, provenientes de variadas pistas multissensoriais (Frost e
Mouritsen, 2006).

O hipocampo de aves e mamiferos possui a mesma origem embrionaria, o que
foi comprovado através de estudos de homologia de expressdo genética (Puelles,
2001) demonstrando grande similaridade e funcdes altamente conservadas (Belgard
et al., 2013). Atoji e Wild demonstraram, baseado em conectividade anatbmica, que a
area dorsomedial da formacao hipocampal das aves é semelhante ao subiculum e
cornos de Ammon dos mamiferos, enquanto a camada em forma de V na por¢ao
ventromedial é similar ao giro denteado dos mamiferos, e a camada mais lateral e
dorsal do hipocampo das aves sendo analoga ao cortex entorrinal (Atoji e Wild, 2006).
Da mesma forma, Gupta et al.,, demonstraram atraves de estudos envolvendo
tracadores retrogrados e anterégrados, expressdo génica e imunomarcacao seletiva,
que a regido dorsomedial (DM) do hipocampo das aves seria homologa ao corno de


https://birdsna.org/Species-Account/bna/species/semplo/introduction
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Ammon e ao subilculum dos mamiferos, e a regido em forma de V do hipocampo,

homologa ao giro denteado dos mamiferos (Gupta et al., 2012).

Nos macgaricos que nos propusemos a examinar, a formacdo hipocampal
mostra aparéncia bastante conservada, retendo caracteristicas anteriormente
propostas como sendo homdlogas as da formacéo hipocampal em mamiferos. Com
base nessas homologias, selecionamos a area em forma de V da formacao
hipocampal, que mostra padrdes conservados de expressao génica, semelhantes a
do giro denteado de mamiferos (Gupta et al., 2012; Atoji et al., 2016). A Figura 7 ilustra

as principais homologias entre a formacéo hipocampal de aves e mamiferos.

FIGURA 7: Representacdo esquematica do hipocampo e giro denteado dos mamiferos e das aves para
comparagéo. A — Secgéo coronal através da formagdo hipocampal de um mamifero adulto com as
subdivisBes que incluem o giro denteado e as areas do corno de Ammon, CA1, CA2 e CA3. B — Secc¢ao
coronal através da formacao hipocampal de uma ave adulta. As diferentes cores e diferentes formas
indicam areas homoélogas. Note a regido em forma de V do hipocampo de onde foram selecionados os
astrécitos radiais para reconstrucéo tridimensional

A

Ventral V-shaped
region

Ventro-medial

Fonte: Modificado de (Gupta et al., 2012) e baseado em (Atoji e Wild, 2006)

Muitos estudos sugerem que o hipocampo atua como um centro de integragéo
multissensorial, interagindo com estruturas que contém mapas e bussolas,
controlando constantemente as dire¢des e alvos da migracao, revisado por (Mouritsen
et al.,, 2016). Uma variedade de sistemas de navegacdo é combinada com
aprendizagem visuoespacial e memadria em aves migratérias para manter a orientacéo
durante o voo (Wiltschko et al., 2013; Mouritsen et al., 2016) (Figura 8). A
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magnetorecepcao dos criptocromos é um bom exemplo (Lau et al., 2012; Fusani et
al., 2014).

FIGURA 8: Circuitos neuronais que colocam o hipocampo como centro de processamento, integracao
e recuperagdo de informacdes sobre mapas e bussolas envolvidas no processo de migragdo. Modelo
esguematico mostrando as vias neurais envolvidas no processamento das bussolas geomagnética e
celestial. Abreviaturas: CDL, corticoidea dorsolateral; Ei, entopallium interno; Ep, faixa entopallia; GLd,
geniculado lateral dorsal; Ha, hyperpallium apical; HD, hyperpallium dorsolateral; HI, hiperpallium
intercalado; IHA, nlcleo intersticial do HA; MVL, mesopallium ventrolateral; NFL, nidopallium
frontolateral; NIL, nidopallium intermédio lateral; Rt, ndcleo rotundus.

Hippocampus

|Thalamofugal visual pathway |®
Eye

Tectofugal visual pathway o

Fonte: Elaborado por Mouritsen et al., 2016

Vérias fungdes cognitivas estdo associadas a neurogénese hipocampal adulta,
e a neurogénese aumentada no cérebro adulto é um dos mecanismos propostos para
a habilidade espacial e a havegacao em aves migrantes (Ladage et al., 2011). Esse
processo pode fornecer novos neurdnios para codificar novas memorias (Nottebohm,
2002b), e a excitabilidade desses novos neurbnios gerados pode contribuir para a
remodelacdo dos circuitos do hipocampo (Doetsch e Hen, 2005a). Novos neur6nios
poderiam participar tanto na aquisicdo quanto na perda de memoérias (Frankland, P.
W. et al., 2013).

A neurogénese do hipocampo adulto pode ser influenciada por vérios fatores

como estresse, atividade cognitiva, enriquecimento ambiental, exercicio, dieta,
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horménios gonadais e envelhecimento (Barnea, A. e Pravosudov, V., 2011; Galea, L.
A. et al., 2013; Aimone, J. B. et al., 2014; Oomen, C. A. et al., 2014; Cameron, H. A. e
Glover, L. R., 2015; Ladage, L. D., 2015). Em trabalho anterior, demonstramos que,
em macaricos-rasteirinhos migrantes adultos (Calidris pusilla), a migracao de outono
em direcéo ao litoral sul-americano afeta a neurogénese (De Morais Magalhaes et al.,
2017).

Embora o significado da morfologia das células gliais radiais para a
neurogénese ainda néo seja totalmente compreendida, sua morfologia e extensao
radial em todo o parénquima parece sugerir um substrato adequado para migracao
dos neurbnios recém-nascidos (Pinto, L. e G6tz, M., 2007). De fato, camundongos
mutantes com defeitos na morfologia radial de células gliais radiais também mostram
problemas na migracdo de neurdnios (Go6tz, Magdalena et al., 1998; Pinto, L. A. e
Gotz, M., 2007). Além do mais, células semelhantes a glia radial a, séo células-tronco
envolvidas na astrogénese e na neurogénese, e a migracao neuronal radial ao longo
das fibras gliais radiais parece ocorrer tanto no cérebro em desenvolvimento quanto
no cérebro adulto (Scott et al., 2012; Lever et al., 2014; Sun et al., 2015; Bonaguidi et
al., 2016; Gebara et al., 2016; Falk e Gotz, 2017; Berg et al., 2018). Além disso, as
células gliais radiais a também compartilham caracteristicas moleculares comuns com
astrocitos imunomarcados para GFAP (Scott et al., 2012; Renzel et al., 2013; Matsue
et al., 2018a).

A distingdo fenotipica entre neurdnio jovem e as células gliais somente com o
método classico de Golgi era bastante dificil, gerando incerteza quanto a natureza
daquelas células (Rakic, 2003). O grande avanc¢o na definicdo da natureza e funcéo
de células radiais gliais veio com a introducao de novos métodos como 0 microscopio
eletrnico, autorradiografia de 3H-timidina (timidina tritiada) e a imuno-marcacao cito-
e histoquimica, que proporcionaram maior resolu¢cdo dos fendtipos celulares e
permitiu a identificacdo de classes de células (Levitt e Rakic, 1980; Levitt et al., 1981,
De Azevedo et al., 2003; Rakic, 2003).

Os métodos histoldgicos classicos indicaram claramente que as células radiais

gliais do cérebro em desenvolvimento tém a capacidade de se dividir e servir como
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precursoras que direta ou indiretamente dao origem a todas as principais classes de
neurénios e astrécitos (Rakic, 2003). Por ter uma estrutura bem definida a organizacao
do citoesqueleto sugere que os astrocitos radiais tem caracteristicas e funcdes
metabolicas distintas: eles fornecem suporte metabdlico as células que desenvolvem
contatos com eles, mas também servem ao transporte de substancias entre diferentes

areas do cérebro adulto e em desenvolvimento (Alvarez-Buylla et al., 2002).

As células da glia radial com propriedades de células-tronco estabelecem uma
variedade de contatos com vasos sanguineos, sinapses e astrocitos. Sabendo-se que
0s sinais derivados de neurdnios, de astrécitos, e dos vasos sanguineos regulam o
processo de neurogénese adulta, a identificagdo desses contatos fornece um quadro
estrutural que pode ser Util para elucidar os mecanismos pelos quais esta regulacéo

ocorre (Moss et al., 2016).

A proliferacdo cerebral e a neurogénese pds-embrionaria € uma caracteristica
fundamental que é conservada no cérebro dos vertebrados (Kaslin et al., 2008). Nos
mamiferos, a neurogénese adulta ocorre em duas regides restritas no ventriculo
lateral telencefalico: no giro denteado (Altman e Das, 1965; Van Praag et al., 2002) e
no bulbo olfatério (Altman, 1969; Lois e Alvarez-Buylla, 1994). Da mesma forma,
vertebrados ndo mamiferos também apresentam neurogénese adulta em &reas

telencefélicas equivalentes e suplementares (Kaslin et al., 2008).

Durante o desenvolvimento embrionéario dos vertebrados, diferentes classes de
neurdnios, glia e células ependimarias sado produzidos de forma muito discreta
(Alvarez-Buylla et al., 2001). No entanto, o nivel de neurogénese adulta diminui
significativamente com a filogenia (Kaslin et al., 2008). Importante realcar que o
vinculo mais proximo entre neurogénese adulta e a biologia glial reside no fato que as
células-tronco em ambas as zonas neurogénicas tem muitas propriedades astrogliais,

muitas vezes sendo classificadas como astrdcitos (Morrens et al., 2012).

Outros tipos de migracdo neuronal durante o desenvolvimento do SNC e
neurogése adulta foram encontradas. De fato, os neurdnios imaturos viajam das zonas
germinais até seu destino final usando substratos celulares para sua migracao, e isso

parece ser guiado ndo apenas pela glia radial (Marin e Rubenstein, 2003; Rakic,



30

2003), mas também pelos axdnios neuronais (Hutchins et al., 2013) e por vasos

sanguineos atuando como trilhas (Segarra et al., 2015).

A migracdo neuronal no cérebro de aves adultas parece Unica em VAarios
aspectos. As distancias percorridas pelas células migrantes séo relativamente longas
guando comparadas com as distancias observadas no desenvolvimento cerebral. De
fato, o tamanho do cérebro adulto permanece fixo durante a migragdo, a marcacao
anatdbmica provavelmente permanece inalterada, e a velocidade na qual as células
migratorias se afastam dos ventriculos parece consideravelmente mais rapida do que
durante o desenvolvimento. A migracao através de regides ricas ou pobres em fibras
de glia radiais permite comparacdes interessantes entre os fatores que regulam a
localizagéo e o percurso em ambas as condi¢des (Alvarez-Buylla e Nottebohm, 1988).

A rota de migracdo outonal de C. pusilla inclui um voo sem escalas sobre o
Oceano Atlantico, enquanto a rota de outono de C. semipalmatus é em grande parte
por terra. Devido a essa diferenca em seus caminhos migratérios e nas tarefas de
reconhecimento visuo-espacial envolvidas, hipotetizamos que a neurogénese seria
diferente durante esses periodos entre essas duas espécies. Dadas as conexdes
préximas entre os astrocitos radiais e a neurogénese, também procuramos influéncias
potenciais da migracdo outonal na morfologia astrocitaria radial. Para esse fim,
contamos o numero de neurbnios marcados com duplacortina (DCX) na formacéo
hipocampal e recontruimos microscopicamente em 3D astrécitos radiais na regido em
forma de V do hipocampo. Essa regido apresenta padrbes de expressao génica
conservados semelhantes aos de camundongos, confirmando homologia previamente

sugerida com o giro denteado de mamiferos (Gupta et al., 2012; Atoji et al., 2016).

Ainda que ndo haja evidéncias nas espécies estudadas de que 0s astrocitos
radiais encontrados na regido do V hipocampal sirvam efetivamente a neurogénese e
a astrogénese adulta, ou ainda que sejam seus ramos utilizados como guia/trilhos
para migracdo dos neurdGnios nNovos, nossa expectativa é a de que se isso estiver
acontecendo, encontraremos mudancas morfologicas significativas na morfologia dos

astrgcitos radiais, antes e depois do processo migratério se completar. Esperamos
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ainda que essas mudancas sejam acompanhadas de mudancas na taxa de formacao

de neurdnios novos marcados pela duplacortina.

Com base nas evidéncias de que a glia radial participa do processo de
neurogénese servindo de trilho para migracdo, nés hipotetizamos que a migragcéo
contrastante das espécies escolhidas afetaria diferencialmente sua morfologia e isto

estaria associado as diferentes taxas de neurogénese.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Investigar nas espécies Calidris pusilla e Charadrius semipalmatus, durante o
periodo de migracdo e invernada, a ocorréncia de possiveis diferencas morfolégicas
dos astrécitos radiais na area do V hipocampal em busca de potenciais correlagdes

com a taxa de neurogénese na formagé&o hipocampal.

2.2 Especificos

- Classificar morfologicamente os astrdcitos radiais do V hipocampal e quantificar a
neurogénese da formacdo hipocampal nas espécies de interesse, antes e apés a

migracao outonal se completar.

- Para detectar potenciais influéncias das estratégias migratérias contrastantes sobre
0s astrocitos radiais e a neurogénese, e realizar analise comparativa entre as espécies

de individuos em migracdo e em invernada.

- Investigar antes e ap6s a migracao outonal a ocorréncia de potenciais correlacdes

entre as alteracdes morfologicas dos astrécitos radiais e a taxa de neurogénese.



33

3. MATERIAIS E METODOS

Foram realizadas duas janelas de amostragem. Uma para representar
individuos em plena atividade migratoria, contendo 5 espécimes de Calidris pusilla e
5 espécimes de Charadrius semipalmatus coletados na Baia de Fundy, Canada
(45°50'19.3"N e 64°31'5.39"W) e a outra para representar individuos invernantes
contendo 5 aves de cada espécie coletados no Brasil, que concluiram a migracéo sul,
na Illha de Canelas - zona costeira tropical do Norte do Brasil (00°47'09.07"S e
46°43'11.29"W), totalizando 20 individuos. As aves em migracédo (Baia de Fundy,
Canada) foram capturadas em agosto, enquanto as amostras das aves invernantes
(Ilha de Canelas, Brasil) apresentaram variabilidades significativas no seu tempo de
coleta, que se estendeu entre agosto a maio (ver Tabela 4). Assim, devemos ter em
mente que as mudancas ambientais potenciais durante o periodo de inverno podem

impor limitacdes metodoldgicas para este estudo.

As aves foram capturadas com a licenca N° 44551-2 do Instituto Chico Mendes
de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBIio) e a Autorizacdo de Captura Cientifica
ST2783 do Canadian Wildlife Service. Todos os procedimentos foram realizados de
acordo com as recomendacdes dos Institutos Nacionais de Saude (EUA) e da
regulamentacdo brasileira para procedimentos cientificos em animais e com a
aprovacao do Subcomité de Usuarios de Animais da Universidade de Western Ontario
e da Universidade Federal do Para. Todos os esforgos foram feitos para minimizar o

numero de animais utilizados, o estresse e desconforto dos mesmos.

3.1 Perfuséo e histologia

As aves foram perfundidas sob anestesia profunda com isofluorano, por via
transcardiaca, com solugéo salina tamponada com tampéo fosfato a 0,1 M pH 7.2 —
7.4, seqguido de fixadores aldeidicos (paraformaldeido a 4%, tampé&o fosfato 0,1 M, pH
7,2-7,4). Apos a perfuséo, foi realizada a craniotomia e remocéo dos encéfalos que
foram armazenados em solugao salina tamponada com fosfato 0,1 M pH 7.2 — 7-4.
Em seguida, os cérebros foram cortados com Vibratomo (Leica VT1000S) no plano
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coronal em seccdes de 80 um (Brasil) e 60 um (Canada) de espessura, e coletados
de modo a obter séries anatdmicas com intervalos de 1:6. As secc¢des foram
montadas em laminas gelatinizadas, secas ao ar em temperatura ambiente,

imunomarcadas, desidratadas e cobertas com laminula.

3.2 Procedimentos imuno-histoquimicos

Apos a fixacdo, os cérebros das aves foram processados para imunomarcacao
(Tabela I) de astrdcitos radiais usando anticorpos anti-GFAP e para novos neurdnios,
anti-duplacortina-DCX (anti-GFAP SC-6170, Santa Cruz Biotecnologia e anti-
Doublecortin C-18, sc-8066, Santa Cruz Biotecnologia). Os anticorpos primarios foram
diluidos em tampao fosfato salina e em solucdo do detergente Triton a 0,3% (PBST)

a 1:500 para facilitar a penetracéo dos anticorpos.

Seccdes em flutuacdo livre foram submetidas a recuperacdo antigénica, ao
blogueio inespecifico com soro de cavalo a 10%, e incubadas com os anticorpos anti-
GFAP ou anti-Doublecortina com agitacdo suave e continua durante 3 dias a 4°C
incubadas com anticorpo secundario (cavalo anti-cabra BA 9500, 1:400 em PBST
0,3%) durante a noite, seguido de perdxido de hidrogénio a 0,3% (15 minutos), e
imersas em solucédo de complexo avidina-biotina-peroxidase (ABC) por 60 minutos
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA, 37,5 pl A, 37,5 yl Bem 13,12 ml de 0,3%
PBST).

As seccOes foram reagidas para visualizar os neurénios imunomarcados para
DCX+ ou para GFAP utilizando o método de niquel-glucose-oxidase-DAB (Shu et al.,
1988). A reacdao foi interrompida apés a obtencdo de ramos astrociticos radiais finos
(GFAP) e visualizagdo de corpos celulares de neurbnios marcados com DCX+ ao
microscopio. As secgOes foram montadas em laminas gelatinizadas e expostas ao ar
em temperatura ambiente, para secar, e em seguida desidratadas e diafanizadas
usando uma série de alcoois e xileno e finalmente cobertas com meio de inclusdo

Enthelan (Entellan, Sigma-Aldrich) e laminulas.
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Todas as sec¢des imunomarcadas para DCX+ e GFAP das séries anatdmicas
dos 5 animais de cada grupo foram utilizadas para a analise. A selecdo obedeceu
rigorosos critérios de integridade do soma neuronal para estereologia e dos ramos
astrociticos para a reconstrucdo 3D e posterior anélise morfométrica. A especificidade
da reacéao foi confirmada com a auséncia de observacdo de imunomarcacao quando

da retirada do anticorpo primario (Saper e Sawchenko, 2003).

TABELA I. Informacdes sobre solugcdo, quantidade de imersdo, tempo e temperatura das reagdes
imuno-histoquimicas. Todos os passos foram realizados em agitacdo suave e continua.

~ ~ TEMPO E

SOLUCAO IMERSAO TEMPERATURA
Acido borico 0,2M (pH 9) — Imerséo 1x 60min - 70°C
Tampéo fosfato salina e triton a 1% (PBST) - Imerséo 3x 2min - ambiente
Tampéo fosfato salina (PBS) - Imerséo 3x 3min — ambiente
Soro normal de cavalo a 10% (S-2000 Vector
Laboratories, diluido em PBST 0,3% para DCX e GFAP) - 1x 12h - 4°C
Imerséo
Anticorpo primario (anti-DCX e anti-GFAP produzido em
cabra SC-6170 Santa Cruz Biotechnilogy, 1:500 em PBST 1x 12h - 4°C
0,3%) - Imerséo
PBS - Imersdo 3x 2min — ambiente
Anticorpo secundario (DCX e GFAP, Vector Laboratories,
Inc. cavalo anti-cabra BA 9500, 1:400 em PBST 0,3%) - 1x 12h - 4°C
Imerséo
Incubadas no peroxido de hidrogénio a 0,3% - Imerséo 1x 15min — ambiente
Tampé&o fosfato salina (PBS) - Imerséo 3x 2min — ambiente
Complexo avidina-biotina-peroxidase (ABC) (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, EUA; 37,5 ul A, 37,5 ul B 1x 60min — ambiente
em 13, 12ml de 0,3% PBST) - Imerséo
PBS 0,1M - Imerséao 1x 2min — ambiente
Método de glicose-oxidase-DAB-niquel - Imersdo 1x Ambiente
Reacdo interrompida com tampao fosfato 0,1M (PB) 1x 3min - ambiente
PB 0,1M — Imerséo 3x 5min — ambiente

3.3 Volumes da formacao hipocampal e do telencéfalo

Definimos a formac&o hipocampal de C. pusilla e C. semipalmatus como
compreendendo o hipocampo propriamente dito e a area parahipocampal (Guerreiro-
Diniz, 2013; Carvalho-Paulo, D.; et al., 2017). Para medir os volumes do hipocampo e
a razao entre eles, seguimos o método de Cavalieri estimando o volume total do

telencéfalo, utilizado previamente (Ladage et al., 2009). O software utilizado para tal,
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foi o Stereo Investigator, permitindo estimar volumes, previamente mencionado
(Gundersen, H. e Jensen, E., 1987).

3.4 Estereologia: numeros de neurénios DCX+

A principal vantagem da quantificacdo da neurogénese usando imunomarcacao
para duplacortina, DCX+ em relacdo as medidas tradicionais (bromodeoxyuridine e
timidina tritiada) € justamente a sua producdo enddgena. Os outros marcadores
tradicionais devem ser injetados nos animais, identificando subsequentes divisdes
celulares que ocorrem de forma ndo especifica (neurbnios e glia). Isso limita a
informacgao qualitativa e o destino dos neurdnios refletindo somente a janela temporal
associada ao momento da injecéo (Couillard-Despres et al., 2005). Essa limitagdo n&o

€ encontrada quando do uso da duplacortina como marcador de neurogénese.

ApOs a imunomarcacdo seletiva de DCX+, determinamos o numero de
neurbnios jovens imunopositivos. Como o fracionador éptico ndo é afetado por
alteracdes histoldgicas, retracdo ou expansdo do tecido induzida por dano (West et
al., 1991), usamos essa metodologia para estimar o niumero total de células (West,
2002). Cada contorno do hipocampo de cada hemisfério foi digitalizado diretamente
de cada seccdo usando uma objetiva 4x em um microscopio NIKON Eclipse 80i
(Nikon, Japéao), equipado com uma platina motorizada (MAC6000, Ludl Electronic
Products, Hawthorne, NY, EUA). Imagens em grande aumento foram adquiridas
usando uma objetiva de imersdo em Oleo de alta resolucdo de 100x (Nikon, NA 1.45,
WD = 0.13 pm) e o software Stereo Investigator (MBF Bioscience Inc., Frederick, MD,
EUA).

Em cada local de contagem, a espessura da seccao foi cuidadosamente
avaliada usando a objetiva de alto ganho e o foco fino do microscopio para definir o
desfoque imediato na parte superior e inferior da sec¢do. Tanto a espessura quanto a
distribuicdo dos neurdnios nas secgdes foram desiguais, e assim a estimativa do
namero total de neurénios foi feita com base na espessura da sec¢édo ponderada pelo

numero de elementos contados. Este valor fornece a estimativa populacional total que
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€ determinada pela niumero de seccdes selecionado para submissdo ao fracionador
optico. Todos os neurbnios amostrados que entraram em foco dentro da caixa de
contagem foram contados e adicionados ao total, desde que os corpos celulares
estivessem inteiramente dentro da caixa de contagem ou cruzassem a linha de

aceitacdo sem tocar a linha de rejeicdo (Gundersen, H. J. A. e Jensen, E. B., 1987).

As caixas de contagem foram colocadas de forma aleatéria e sistematica
dentro de uma grade amostral previamente definida (Figura 9, B e C). Os parametros
experimentais e os resultados de contagem na regido de interesse sdo mostrados
para cada individuo no Anexo I. As dimensfes da grade usada foram adaptadas para
atingir um coeficiente de erro aceitavel (CE). O céalculo do CE para a contagem total
de neur6nios DCX+ da formacao hipocampal de cada espécime utilizado no presente
estudo adotou o procedimento de amostragem sistematica de um estagio (Schaeffer
CE) que foi previamente validado (Glaser, E. M. e Wilson, P. D., 1998).

O procedimento de contagem foi iniciado com a geracao automatica de caixas
de contagem pelo programa. Foram marcados os objetos de interesse (elementos
celulares) dentro de cada caixa de contagem, sendo que estes geram informacgdes
para o programa Stereo Investigator, revelando o nimero e a posicdo das células
contidas na mesma. Essas informacdes sao coletadas sistematicamente na fracao de
seccles escolhidas e a partir delas sé@o estimados, pelo programa, o nimero 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 o soma neuronal. Para evitar que
0 mesmo objeto seja contado repetidas vezes, o procedimento de focalizagdo deve
ser efetuado repetidamente nos diferentes planos ao longo do eixo Z em cada caixa,

especialmente quando coexistem muitas células na mesma caixa.

As Tabelas de 1 a 6 no Anexo | mostram parametros experimentais e resultados
médios de contagem do fracionador optico de neurdnios imunopositivos para DCX+ e
volumes da formacédo hipocampal de C. pusilla e C. semipalmatus migrantes e

invernantes. O nivel de erro aceitavel das estimativas estereoldgicas foi definido pela
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razao entre o erro intrinseco introduzido pela metodologia e o coeficiente de variacao
(Glaser, E. M. e Wilson, P. D., 1998; Slomianka e West, 2005). O CE expressa a
precisao das estimativas do numero de células, e um valor de Scheaffer CE < 0,05 foi
adotado porque a variancia introduzida pelo procedimento de estimativa contribui
pouco para a variancia do grupo observado (Slomianka e West, 2005). Os parametros
experimentais foram estabelecidos em experimentos piloto e aplicados a todos os

animais.

O fracionador Optico determina o numero total de células multiplicando o
namero de objetos identificados dentro de cada caixa de contagem pelos valores de
trés razdes distintas: (I) a razdo entre o numero de sec¢des contadas e o nimero total
de seccbes (fracdo amostral do nimero de secg¢des, section sampling fraction - ssf);
(I) arazdo entre a &rea da matriz de contagem e a caixa de contagem (fragdo amostral
da éarea, area sampling fraction - asf); (lll) a relacdo entre a altura da caixa de
contagem e a espessura da secdo apdés os procedimentos histologicos (fracéo

amostral da espessura, tissue sampling fraction - tsf).

Assim, o numero total de células para cada marcador foi obtido pela seguinte
equacao:
N=2Q*1/ssf*1/asf*1/tsf
onde, N é o numero total de células e ZQ é o numero de objetos contados (West et
al., 1991).
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FIGURA 9: (A) Fotomicrografia de baixo aumento da formacdo hipocampal de uma seccao
imunomarcada para DCX para definir os limites da area de interesse e a estratégia de amostragem
aleatodria e sistematica para contagem de células. A formagdo hipocampal tem seus limites definidos
pelo contorno rosa, a grade cinza estabelece os intervalos entre as caixas de contagem e as linhas
verdes e vermelhas das caixas de contagem definem os limites de contagens permitidas e proibidas
(B-C). (D) Fotomicrografia de baixo aumento na area do V hipocampal de uma secc¢éo imunomarcada
com GFAP para reconstrucao em 3D dos astrécitos radiais. Um Unico astrécito radial localizado dentro
ou préximo de cada caixa amarela (E-F) foi selecionado para reconstrucédo. Barras de escala: A - C =
250 ym; D - F =500 pm.

3.5 Reconstrucdo tridimensional de astrécitos e morfologia quantitativa

Os astrocitos foram reconstruidos com objetiva de 100x de imersao em 0leo,

de alta resolucéo (Nikon, NA 1.3, DF = 0.19 ym). As imagens foram adquiridas com o
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software Neurolucida e analisadas com o software Neurolucida Explorer (Neurolucida
11.03; MBF Bioscience, Williston, VT, EUA).

Os limites da formag&o hipocampal foram definidos como compreendendo o
hipocampo propriamente dito e a area para-hipocampal com base em descri¢cdes
anteriores (Atoji e Wild, 2006; Diniz, D. G., De Oliveira, M. A., De Lima, C. M., Foro,
C.A. etal., 2016). Amostras aleatdrias e sistematicas de cortes coronais foram tiradas
de uma série de secdes de toda a formacdo do hipocampo. No entanto, apenas 0s
astrécitos radiais da érea V do hipocampo (Figura 9 D-F) foram utilizados para a

reconstrucao tridimensional.

Apenas células com arvores inequivocamente completas foram incluidas na
andlise 3D. A discusséo detalhada da influéncia de fatores mecéanicos associados a
seccdo obtida pelo vibratomo e ao procedimento de desidratacdo, na reconstrucéo
microscoépica em 3D pode ser encontrada em (Carlo e Stevens, 2011). Foi realizada
a reconstrucao digital em 3D de 1068 astrdcitos radiais que foram selecionados de 5
aves migratdrias e 5 invernantes de cada espécie, usando uma abordagem de
amostragem aleatdria e sistematica (Glaser, E. M. e Wilson, P. D., 1998).

Embora o encolhimento no eixo Z ndo seja um evento linear, corrigimos tal
encolhimento com base em evidéncias anteriores de sua magnitude que é em média
de 75% (Carlo e Stevens, 2011). Sem essa correcao, este encolhimento distorceria

significativamente as medi¢cdes de comprimento ao longo desse eixo.

A analise estatistica da morfologia dos astrécitos radiais foi baseada em 15
varidveis morfométricas extraidas de reconstrucdes tridimensionais de astrécitos
radiais da regido V do hipocampo de 4 grupos experimentais: duas espécies (C.
semipalmatus e C. pusilla) e dois locais de captura (Brasil e Canada). A captura na
Baia de Fundy (Canada) correspondeu a das aves migratérias e a captura feita em
llha de Canelas (Brasil) correspondeu as aves no periodo de invernada. De cada
grupo experimental foram reconstruidos os seguintes nimeros de astrdcitos radiais:
C. pusilla (Canada): 252, C. pusilla (Brasil), 242; C. semipalmatus (Canada), 235 e C.

semipalmatus (Brasil), 339 células.
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Esta analise preliminarmente exigiu a deteccdo de quais das 15 variaveis
morfométricas (descritas na Tabela Il) de cada grupo experimental apresentaram uma
distribuicdo bi ou multimodal. Para isso, foi estimado o indice de multimodalidade
(MMI) para cada uma delas. Estimamos o MMI com base na assimetria e curtose de
nossa amostra para cada variavel morfométrica empregando a seguinte equacgao:

MMI =[M32+1]/[M4+3 (n-1)2/(n-2)(n-3)]
onde M3 é assimetria, M4 é curtose e n € o tamanho da amostra (Schweitzer e
Renehan, 1997).

A distorcao (assimetria) e curtose descrevem a forma da distribuicdo amostral,
permitindo dizer se a amostra é uni-, bi- ou multimodal. Como previamente
recomendado (Schweitzer e Renehan, 1997) utilizamos para andlise de agrupamento
todas as variaveis morfométricas com indices de multimodalidade maiores que 0,55
incluindo todos os animais de cada grupo. Na analise hierarquica de cluster, as
medidas de distancia foram geradas usando a distancia euclidiana definida como a
raiz quadrada da soma dos quadrados das diferencas entre os valores dos elementos,
adotando o método de Ward (Ward, 1963). Esse procedimento tem a vantagem de

normalizar as medidas sem gue suas unidades influenciem os resultados.

Os conjuntos de dados multimodais s@o0 essenciais para separar uma
populacdo de células em fendtipos celulares morfolégicos distintos (Schweitzer e
Renehan, 1997). As seguintes variaveis multimodais foram utilizadas para anélise de

cluster para cada grupo experimental:

e C. pusilla (Canada) - comprimento total dos ramos; segmentos/mm; niamero de
arvores; complexidade; convex hull volume, convex hull superficie, convex hull

area e convex hull perimetro;

e C. pusilla (Brasil) - comprimento total dos ramos; comprimento médio do ramos;
tortuosidade; volume dos ramos; numero de segmentos; segmentos/mm; area
de superficie; complexidade; convex hull volume, convex hull superficie, convex

hull area e convex hull perimetro;
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e C. semipalmatus (Canada) - comprimento médio dos ramos; complexidade;

convex hull volume, convex hull superficie e convex hull area;

e C. semipalmatus (Brasil) - comprimento médio dos ramos; volume dos ramos,
area de superficie; complexidade; convex hull volume, convex hull superficie;

convex hull &rea e convex hull perimetro.

Cada um dos 4 conjuntos de dados de caracteristicas morfométricas
multimodais foi submetido a andlise hierarquica de clusters. A andlise hierarquica de
agrupamentos indicou grupos morfolégicos, permitindo a classificagdo dos astrocitos
radiais em dois grandes grupos (Tipo | e Tipo Il). A identificacdo de tipos de células
usando essa metodologia ajudou, em publicacdes prévias, a entender a estrutura e a
funcdo das células em nucleos e &reas do sistema nervoso central, onde as

morfologias celulares ndo sao facilmente distinguiveis (Schweitzer e Renehan, 1997).

TABELA IlI: Variaveis mofométricas avaliadas nos astrocitos radiais.

Variaveis Morfolégicas Avaliadas

Comprimento total dos ramos (um)

= soma do comprimento total dos segmentos utilizados para
tracar o ramo de interesse.

Comprimento médio dos ramos (um)

= [Comprimento total] / [NUmero de ramos]

Tortuosidade

= [Comprimento real do segmento] / [Distancia entre os
pontos finais do segmento]. O menor valor é 1; Isso
representa um segmento reto. A tortuosidade permite
comparar segmentos de diferentes comprimentos em
termos da Complexidade dos caminhos que eles tomam.

Diametro da base dos
primarios (um)

ramos

= didmetro da base do 1° segmento.

Area de superficie média dos ramos
(Um?)

Calculado pela modelagem de cada ramo como um tronco
(truncado cone circular reto) dividido pelo nimero de ramos.

Volume médio dos ramos (um3)

Calculado pela modelagem cada peca de cada ramo como
um tronco.

NuUmero de segmentos

= nUmero total de segmentos da arvore.

Segmentos/mm

= n° de segmentos / comprimento total dos segmentos em
milimetros.

Area de superficie total das arvores
(Mm?)

= area de superficie 2D da arvore de um astrécito calculado
com base na area definida pelas extremidades de todas as
arvores.

Complexidade

= [Soma das ordens terminais + NUumero de terminais] x
[Comprimento total da ramificacdo / Numero de ramos
primarios]

Convex hull - perimetro (um), area
(Mm?) 2d, superficie (um?) e volume
(um?) 3d

Convex hull mede as dimensdes do campo envolvido pelos
ramos interpretando a estrutura ramificada como um sélido
gue inclui uma dada quantidade de espago fisico. A
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guantidade de espaco fisico é determinada em termos de
Convex hull volume, area de superficie, area ou perimetro.
= a forma como a estrutura de interesse preenche o espaco.
Dimenséo fractal (K-dim) Diferencas estatisticas significativas em K-dim sugerem
dissimilaridades morfolégicas.

Usamos o método de Ward com variaveis padronizadas e um dendrograma
para ilustrar a classificacdo morfologica, e utilizamos a analise discriminante para
identificar as variaveis morfométricas que proporcionaram a melhor separacao entre
as classes dos astrocitos radiais sugeridas pela analise de agrupamento. Além disso,
calculamos as médias aritméticas, os desvios e 0s erros padrdo para as variaveis

multimodais.

O teste t paramétrico e o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney U foram
usados para detectar diferencas entre conjuntos de dados mostrando variancias iguais
e desiguais, respectivamente. O teste ANOVA / Kruskal-Wallis para grupos
independentes também foi usado para comparar clusters dentro de cada grupo e entre
0S grupos, e para detectar possiveis diferencas morfolégicas entre os valores médios
das variaveis morfométricas dos astrécitos radiais do V hipocampal de aves migrantes

e invernantes de C. pusilla e C. semipalmatus.

Para a escolha da célula representativa de cada grupo, que representa 0s
astrocitos radiais de cada cluster, a matriz de distancia foi utilizada para obter a soma
das distancias de cada célula em relacéo a todas as outras. Pressupomos que a célula
gue melhor representa cada grupo teria a menor soma de distancias. As matrizes
foram construidas com a combinacdo de todas as células de um determinado grupo,
tomadas em pares, seguida do calculo ponderado de uma distancia euclidiana escalar

entre as células, usando todas as variaveis morfométricas.
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4. RESULTADOS

4.1 Area, objeto de interesse e analise morfométrica

Nossas amostras reconstruidas em 3D incluiram apenas astrocitos radiais.
Com esse intuito, astrdcitos radiais individuais foram selecionados usando abordagem
amostral aleatéria e sistematica. O numero de elementos selecionados para
reconstrucdo em 3D foi relativamente grande (1068 no total; 494 em aves em
migracao e 574 em aves invernantes, aproximadamente 50 células gliais radiais por
individuo) o que sugere que nenhum viés amostral foi incluido a priori na amostra

global.

O astrocito radial lustrado na figura 10 € um tipo celular da linhagem astroglial,
caracterizado por um corpo celular ovéide localizado perto da parede ventricular,
mostrando extremidades mais longas na direcdo oposta. A Figura 10 mostra, sob
ampliacbes diferentes, detalhes de um astrdcito radial marcado com GFAP na
margem da area do V do hipocampo, perto do ventriculo. Com a objetiva de 100x, de
imersdo em Oleo, todos os detalhes morfolégicos e sua localizacdo em 3D foram

digitalizados e armazenados como coordenadas X, y e z.

FIGURA 10: Fotomicrografias de baixo e médio aumentos da area do V hipocampal (A, B, C) e
fotomicrografia de grande aumento e sua reconstrugdo digital correspondente (D) de um astrdcito radial
de um individuo C. semipalmatus, capturado no Brasil. A area tracejada indica a area contendo o
astrécito radial reconstruido. Barras de escala: A= 250 pum, B= 250 pm, C= 125 pym, D= 25 pm.

Baseado em caracteristicas morfolégicas multimodais (MMI> 0.55),

procuramos por familias morfolégicas de astrécitos radiais usando analise hierarquica
de clusters. Independente da origem da amostra (aves migratorias capturadas na Baia
de Fundy, Canada, ou aves invernantes capturadas na llha de Canelas em Braganca,

Brasil), os resultados mostraram duas familias de astrécitos que designamos como
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Tipo | e Tipo Il respectivamente, em C. pusilla (Figuras 11 e 12 e Tabelas lll e IV) e C.

semipalmatus (Figuras 13 e 14 e Tabelas V e VI).

Como as proporc¢Bes de células reconstruidas foram grandes (1068 no total),
elas refletem potencialmente a distribuicdo espacial quantitativa de astrécitos Tipo | e

Tipo Il na &rea V do hipocampo de C. pusilla e C. semipalmatus.

4.2 Diferencas morfolégicas entre astrocitos do Tipo | e Tipo |l

Astrocitos radiais do Tipo | da area V do hipocampo de C. pusilla apresentaram
maiores valores médios de complexidade morfolégica e convex hull superficie, e
valores médios menores em segmentos/mm do que os astrécitos do Tipo Il em aves
migratorias (Canadd) (Figura 11, Tabela Ill). Eles também apresentaram valores
médios mais altos de complexidade, convex hull superficie, convex hull volume,
convex hull area e comprimento total dos ramos, do que os astrécitos Tipo Il em aves
invernantes (Brasil) (Figura 12, Tabela V). Da mesma forma, os astrocitos radiais do
Tipo | de C. semipalmatus apresentaram valores médios de complexidade morfologica
e convex hull superficie superiores aos dos astrécitos do Tipo Il em aves migratérias
(Figura 13, Tabela V). Eles também exibiram em aves invernantes valores médios
significativamente mais altos de convex hull superficie, convex hull volume, convex

hull area e convex hull perimetro do que os do Tipo Il (Figura 14, Tabela VI).
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FIGURA 11: Representacgédo grafica da anélise hierarquica de agrupamentos de caracteristicas morfométricas multimodais de astrdcitos radiais do V hipocampal
de aves em migracdo (Canada) da espécie C. pusilla. O agrupamento hierarquico e a analise discriminante foram realizados apos reconstrugdes em 3D de
astrocitos radiais de 5 individuos. (A) Agrupamentos de dendrogramas, baseada em caracteristicas morfométricas multimodais de astrdcitos (MMI> 0,55), de
252 astrocitos radiais identificando dois fendtipos morfolégicos principais, Tipo | e Tipo Il. (B) Sumario da analise da fungéo discriminante mostrando que a
variavel que mais contribuiu para a formacao dos grupos foi a complexidade. (C) Representacao grafica da analise discriminante onde os astrécitos Tipo |
apresentaram maior dispersao x-y do que astrocitos Tipo Il. Representacfes graficas dos valores médios, desvio e erro padrdo correspondentes da da
complexidade morfoldgica (D), convex hull superficie (E), convex hull volume (F), convex hull area (G) e comprimento total dos ramos (H), (*) indica diferencas
significativas entre Tipo | e Tipo Il.

Calidris pusilla - Canada
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FIGURA 12: Representacao grafica da analise hierarquica de agrupamentos de caracteristicas morfométricas multimodais de astrécitos radiais do V hipocampal
de individuos invernantes (Brasil) da espécie C. pusilla. O agrupamento hierarquico e a analise discriminante foram realizados apés reconstru¢cées em 3D de
astrécitos radiais de 5 individuos. (A) Agrupamentos de dendrogramas, baseada em caracteristicas morfométricas multimodais de astrécitos (MMI> 0,55), de
242 astrocitos radiais identificando dois fendtipos morfolégicos principais, Tipo | e Tipo Il. (B) Sumario da analise da fungéo discriminante mostrando que a
variavel que mais contribuiu para a formagéo dos grupos foi a convex hull superficie. (C) Representagéo gréfica da andlise discriminante onde os astrécitos
Tipo | apresentaram maior dispersdo x-y do que astrécitos Tipo Il. Representacdes gréficas dos valores médios, desvio e erro padrao correspondentes de
convex hull superficie (D), convex hull &rea (E), comprimento total dos ramos (F), convex hull volume (G) e complexidade morfoldgica (H), (*) indica diferencas
significativas entre Tipo | e Tipo Il.
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TABELA llI: Valores médios, erros (E.P.) e desvios padréo (D.P.) correspondentes, com indicacao das
diferengas significativas detectadas pelo teste t ou Mann-Whitney entre os astrdcitos radiais do Tipo |

e do Tipo Il da figura 11.

Calidris pusilla - Canada

Convex hull superficie

Complexidade (um?) Segmentos/mm
Tipo | Tipo Il Tipo | Tipo Il Tipo | Tipo Il
Média 640.81 257.36 3481.36 1210.62 18.75 26.94
E.P. 75.33 16.60 230.83 31.56 1.76 1.15
D.P. 573.72 231.28 1757.98 439.60 13.43 16.02
Teste Mann-Whitney Z(U) = Mann-Whitney Z(U) = Teste t —t = 3.5409;
6.4468; p < 0.0001 11.2634; p <0.0001 p = 0.0006
Comprimento total dos , . Convex hull volume
Numero de arvores
ramos (um) (Lm3)
Tipo | Tipo Il Tipo | Tipo Il Tipo | Tipo Il
Média 162.73 86.34 1.10 1.08 7146.89 1450.35
E.P. 5.64 1.64 0.04 0.02 812.74 51.47
D.P. 42.56 22.77 0.31 0.27 6136.02 715.04
Teste Mann-Whitney Z(U) = Testet—t=0.6297,; Mann-Whitney Z(U) =
10.851; p < 0.0001 p = 0.5301 11.364; p <0.0001
Convex hull &rea (um?) Convex hull perimetro
(Hm)
Tipo | Tipo Il Tipo | Tipo Il
Média 1366.12 466.71 229.54 129.00
E.P. 100.28 13.82 9.67 2.59
D.P. 757.08 191.97 73.04 35.97
Teste Mann-Whitney Z(U) = Mann-Whitney Z(U) =

10.765; p < 0.0001

9.7298; p <0.0001
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TABELA IV: Valores médios, erros (E.P.) e desvios padrao (D.P.) correspondentes, com indicacdo das
diferengas significativas detectadas pelo teste t ou Mann-Whitney entre os astrécitos radiais do Tipo |

e do Tipo Il da figura 12.

Calidris pusilla - Brasil

Convex hull superficie

Convex hull area (um?)

Comprimento total dos

(uUm?2) ramos (um)
Tipo | Tipo Il Tipo | Tipo Il Tipo | Tipo Il
Média 7076.74 1664.36 3018.86 678.18 232.24 99.50
E.P. 442.39 70.62 230.36 31.98 7.95 2.70
D.P. 2255.77 1040.23 1,174.62 471.08 40.54 39.76
e Mann-Whitney Z(U) = Mann-Whitney Z(U) = Testt—t =16.048;
8.2614; p < 0.0001 7.9939; p <0.0001 p <0.0001
Convex hull volume lexidad Comprimento médio dos
(Hm3) Complexidade ramos (um)
Tipo | Tipo Il Tipo | Tipo |l Tipo | Tipo Il
Média | 15,061.95 1949.59 528.88 169.08 188 86.91
E.P. 1348.01 108.61 121.11 13.29 14.40 2.93
D.P. 6873.50 1599.86 617.53 195.82 71.99 43
Fai Mann-Whitney Z(U) = Mann—-Whitney Z(U) = Mann-Whitney Z(U) =
8.3267; p <0.0001 6.4468; p < 0.0001 5.8328; p <0.0001
Tortuosidade Volume dos ramos Convex hull perimetro
(Um3) (um)
Tipo | Tipo Il Tipo | Tipo Il Tipo | Tipo Il
Média 1.35 1.29 37.74 17.15 345.65 166.01
E.P. 0.04 0.01 3.16 0.73 12.36 4.70
D.P. 0.19 0.20 15.81 10.70 61.78 69.14
e Teste t —t = 1.3551; Mann-Whitney Z(U) = Mann-Whitney Z(U) =
p=0.1778 6.2717; p <0.0001 7.7366; p <0.0001
Segmentos/mm Area de superficie (um2) NUmero de segmentos
Tipo | Tipo Il Tipo | Tipo Il Tipo | Tipo Il
Média 7.7 15.58 323.75 138.79 1.69 1.34
E.P. 1.08 0.75 14.75 4.20 0.28 0.06
D.P. 5.42 11.04 73.76 61.72 1.38 0.89
S Mann-Whitney Z(U) = Mann-Whitney Z(U) = Testet—t=1.2618;

5.8328; p <0.0001

7.7721; p <0.0001

p =0.2177
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FIGURA 13: Representacdo grafica da analise hierarquica de agrupamentos de caracteristicas morfométricas multimodais de astrdcitos radiais do V hipocampal
de aves em migragdo (Canada) da espécie C. semipalmatus. O agrupamento hierarquico e a analise discriminante foram realizados apds reconstrugdes em
3D de astrocitos radiais de 5 individuos. (A) Agrupamentos de dendrogramas, baseada em caracteristicas morfométricas multimodais de astrécitos (MMI>
0,55), de 235 astrocitos radiais identificando dois fenotipos morfolégicos principais, Tipo | e Tipo Il. (B) Sumario da analise da fungéo discriminante mostrando
gue a variavel que mais contribuiu para a formacgéo dos grupos foi a complexidade. (C) Representagédo grafica da andlise discriminante onde os astrécitos Tipo
| apresentaram maior dispersdo x-y do que astrocitos Tipo Il. Representacfes graficas dos valores médios, desvio e erro padrao correspondentes da
complexidade morfoldgica (D) e convex hull volume (E). (*) indicam diferenca significativa entre os astrécitos radiais Tipo | e Tipo Il.
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FIGURA 14: Representacao grafica da analise hierarquica de agrupamentos de caracteristicas morfométricas multimodais de astrocitos radiais do V hipocampal

de individuos invernantes (Brasil) da espécie C. semipalmatus. O agrupamento hierarquico e a andlise discriminante foram realizados ap0s reconstrugées em
3D de astrocitos radiais de 5 individuos. (A) Agrupamentos de dendrogramas, baseada em caracteristicas morfométricas multimodais de astrocitos (MMI>
0,55), de 339 astrocitos radiais identificando dois feno6tipos morfologicos principais, Tipo | e Tipo Il. (B) Sumario da analise da fungéo discriminante mostrando
as variaveis que mais contribuiram para a formacgédo dos grupos. (C) Representacédo grafica da andlise discriminante onde os astrécitos Tipo | apresentaram
maior dispersao x-y do que astrécitos Tipo Il. Representacdes gréficas dos valores médios, desvio e erro padréo correspondentes de convex hull superficie
(D), convex hull volume (E), convex hull area (F) e convex hull perimetro (G); (*) indica diferenca significativa entre os astrécitos Tipo | e Tipo Il
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TABELA V: Valores médios, erros (E.P.) e desvios padréo (D.P.) correspondentes, com indicacéo das
diferengas significativas detectadas pelo teste t ou Mann-Whitney entre os astrdcitos radiais do Tipo |

e do Tipo Il da figura 13.

Charadrius semipalmatus — Canada

Complexidade

Convex hull superficie

Convex hull volume

(Um?) (Hm3)

Tipo | Tipo Il Tipo | Tipo Il Tipo | Tipo Il
Média 751.73 292.40 6134.04 1025.73 6134.04 1025.73
E.P. 83.82 22.95 561.89 68.49 561.89 68.49
D.P. 574.63 314.64 3852.13 939.09 3852.13 939.09
S Mann-Whitney Z(U) = Mann-Whitney Z(U) = Mann-Whitney Z(U) =

6.3594; p <0.0001 10.391; p<0.0001 10.4831; p <0.0001

Convex hull area (um?) Co(;nprlmento ieele
0S ramos (um)

Tipo | Tipo Il Tipo | Tipo Il
Média 1085.40 339.04 63.06 39.31
E.P. 89.55 14.14 7.37 1.84
D.P. 613.90 193.91 50.51 25.18
Fai Mann-Whitney Z(U) = Mann-Whitney Z(U) =

9.5847; p <0.0001

3.6307; p =0.0003

Tabela VI: Valores médios, erros (E.P.) e desvios padréo (D.P.) correspondentes, com indica¢éo das

diferencas significativas detectadas pelo teste t ou Mann-Whitney entre os astrdcitos radiais do Tipo |
e do Tipo Il da figura 14.

Charadrius semipalmatus - Brasil

Convex hull superficie

Convex hull &rea (um?)

Convex hull volume

(Um?) (Hm?3)

Tipo | Tipo Il Tipo | Tipo Il Tipo | Tipo Il
Média 11,198.97 2179.08 4972.80 910.29 30,509.48 3518.55
E.P. 900.45 84.47 421.76 38.97 3,446.10 187.31
D.P. 7315.28 1395.66 3426.43 643.97 27,996.24 3094.81
Teste Mann-Whitney Z(U) = Mann-Whitney Z(U) = Mann-Whitney Z(U) =

12.2967; p < 0.0001 12.147; p < 0.0001 12.4759; p < 0.0001

Convex hull perimetro . Volume dos ramos
Complexidade
(um) (Hm3)

Tipo | Tipo Il Tipo | Tipo Il Tipo | Tipo Il
Média 384.11 158.35 4969.17 1890.68 79.01 43.45
E.P. 19.65 3.85 627.27 147.04 541 1.40
D.P. 159.61 63.69 5095.98 2429.55 43.97 23.09
Teste Mann-Whitney Z(U) = Mann-Whitney Z(U) = Mann-Whitney Z(U) =

11.317; p <0.0001 6.6032; p <0.0001 7.6431; p <0.0001

Co(;gzr;;nrﬁgtso(‘r?nﬁ?o Area de superficie (um2)

Tipo | Tipo Il Tipo | Tipo Il
Média 54.46 27.67 534.31 262.68
E.P. 7.23 1.47 26.38 6.72
D.P. 58.77 24.27 214.28 111.04
— Mann-Whitney Z(U) = Mann—-Whitney Z(U) =

6.7943; p <0.0001

10.408; p <0.0001
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Devido a estratégia de amostragem aleatoria e sistematica, acreditamos que a
selecéo de astrocitos radiais foi feita sem viés e que o numero total reconstruido de
cada tipo foi representativo de sua distribuicdo espacial na area do V hipocampal.
Assim, estimamos a proporc¢éo de cada tipo de astrécito na amostra e verificamos sua
variacdo antes e ap0s a migracdo se completar (ver Figuras 11 a 14). Esta analise
deixou claro que os astrécitos radiais do Tipo Il sdo menos influenciados pelo processo
migratério do que os do Tipo I. De fato, a maior variagdo no Tipo Il em C. pusilla
ocorreu apos a migracdo estar completa e ndo alcancou 20%. Os astrécitos Tipo I
foram mais frequentes que os astrécitos Tipo |, representando mais de 70% do total

de astrocitos reconstruidos tanto em C. pusilla quanto em C. semipalmatus.

4.3 Rotas migratorias contrastantes influenciam diferencialmente a morfologia

dos astrécitos da glia radial

Como mostrado na Figura 15 e na Tabela VII, astrocitos radiais Tipo | de C.
pusilla e C. semipalmatus de individuos capturados na Baia de Fundy, Canada
apresentaram valores médios muito similares de complexidade morfolégica, convex
hull superficie e convex hull volume (A - B - C). No entanto, diferencas significativas
foram encontradas em astrécitos radiais Tipo | em convex hull superficie e volume
entre aves migratérias e invernantes para C. pusilla e C. semipalmatus (Figura 15, B
e C, e Tabela VII).

Astrocitos radiais do Tipo Il apresentaram alteracbes diferenciais na
complexidade morfologica apds a migracéo: os astrocitos radiais de C. pusilla Tipo I
diminuiram sua complexidade morfolégica, enquanto que em C. semipalmatus
aumentou significativamente (Figura 15 - D). Em ambas as espécies, os astrocitos
Tipo Il aumentaram na variavel convex hull superficie apés a migracéo (Figura 15 -

E), mas somente C. semipalmatus aumentou o convex hull volume (Figura 15 - F).
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FIGURA 15: Representacdes graficas dos valores médios da complexidade morfolégica (A, D e G), convex hull - superficie (B, E e H) e convex hull — volume
(C, F e l), com valores médios, desvios e erros padrdo correspondentes encontrados em astrécitos radiais do Tipo |, Tipo Il e Total, reconstruidos a partir do
V hipocampal de C. pusilla e C. semipalmatus, durante a migracéo (vermelho) e durante o periodo de invernada (verde). (J) Representacao grafica do nimero
de neurénios imunomarcados para DCX na formacao hipocampal em C. pusilla e C. semipalmatus.
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TABELA VII: Valores médios, erros (E.P.) e desvios padréo (D.P.) correspondentes com indicacao das diferencas significativas para as analises morfométricas

de astrécitos radiais Tipo |, Tipo Il e Total e estereolégicas para neurénios imunomarcados para DCX+, entre individuos capturados na Baia de Fundy-Canada
e llha de Canelas-Brasil em C. pusilla e C. semipalmatus, que compuseram a figura 15.

Complexidade

Convex hull superficie (um?)

Convex hull volume (ums3)

Tipo | C. pusilla C. semipalmatus C. pusilla C. semipalmatus C. pusilla C. semipalmatus
Canada Brasil Canada Brasil Canada Brasil Canada Brasil Canada Brasil Canada Brasil
Média 640.82 528.88 751.73 4969.17 3542.69 6038.19 2480.64 9536.82 7146.89 15061.95 | 6134.04 30509.48
E.P. 75.33 121.11 83.82 627.27 251.61 378.61 105.92 531.22 805.70 1348.01 561.89 3446.10
D.P. 573.72 617.53 574.63 5095.98 1882.89 1815.73 691.54 3903.66 6136.02 6873.50 3852.13 27996.24
i Kruskal-Wallis H = Kruskal-Walllis H = Kruskal-Walllis H = Kruskal-Walllis H = Kruskal-Walllis H = Kruskal-Wallis H =
9.2401; p =0.4923 73.9339; p < 0.0001 45.3742; p =0.0003 100.201; p < 0.0001 61.4191; p <0.0001 98.3798; p <0.0001
Canada Brasil Canada Brasil Canada Brasil
C. pusilla C. pusilla C. pusilla C. pusilla C. pusilla C. pusilla
C. semipalmatus C. semipalmatus C. semipalmatus C. semipalmatus C. semipalmatus C. semipalmatus
Teste Kruskal-Wallis H = Kruskal-Walllis H = Kruskal-Walllis H = Kruskal-Walllis H = Kruskal-Walllis H = Kruskal-Wallis H =
10.2223; p = 0.3609 93.3963; p < 0.0001 25.8929; p=0.0123 28.934; p=0.0218 5.2847; p=0.6367 31.676; p=0.0164
Complexidade Convex hull superficie (um?) Convex hull volume (ums3)
Tipo Il C. pusilla C. semipalmatus C. pusilla C. semipalmatus C. pusilla C. semipalmatus
Canada Brasil Canada Brasil Canada Brasil Canada Brasil Canada Brasil Canada Brasil
Média 257.36 169.08 292.40 1890.68 1210.62 1664.36 903.60 2179.08 1450.35 1949.59 1025.73 3518.55
E.P. 16.60 13.32 22.95 147.04 31.56 70.78 35.97 84.47 51.34 108.86 68.49 187.31
D.P. 231.28 195.82 314.64 2429.55 439.60 1040.23 493.21 1395.66 715.04 1599.86 939.09 3094.81
s Kruskal-Wallis H = Kruskal-Walllis H = Kruskal-Walllis H = Kruskal-Walllis H = Kruskal-Walllis H = Kruskal-Wallis H =
75.6216; p = 0.0024 321.744; p < 0.0001 85.0756; p = 0.0006 326.2974; p < 0.0001 38.3014; p =0.1238 331.9798; p < 0.0001
Canada Brasil Canada Brasil Canada Brasil
C. pusilla C. pusilla C. pusilla C. pusilla C. pusilla C. pusilla
C. semipalmatus C. semipalmatus C. semipalmatus C. semipalmatus C. semipalmatus C. semipalmatus
Teste Kruskal-Wallis H = Kruskal-Walllis H = Kruskal-Walllis H = Kruskal-Walllis H =

11.7042; p = 0.6494

385.662; p <0.0001

129.6746; p < 0.0001

111.6071; p < 0.0001

Kruskal-Wallis H =
128.653; p < 0.0001

Kruskal-Wallis H =
165.0255; p <0.0001
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Total

Complexidade

Convex hull superficie (um?)

Convex hull volume (ums3)

C. pusilla C. semipalmatus C. pusilla C. semipalmatus C. pusilla C. semipalmatus
Canada Brasil Canada Brasil Canada Brasil Canada Brasil Canada Brasil Canada Brasil
Média 345.61 207.74 384.26 2490.04 1512.43 1995.36 1303.31 3935.17 2761.46 3358.35 2047.39 8773.42
E.P. 23.74 18.88 27.52 182.04 50.93 101.43 72.140 269.67 241.65 313.21 182.36 897.38
D.P. 376.87 293.65 421.81 3351.78 789.05 1551.53 1105.90 4965.09 3836.14 4872.41 2795.50 16522.54
Teste Kruskal-Wallis H = Kruskal-Wallis H = Kruskal-Wallis H = Kruskal-Wallis H = Kruskal-Wallis H = Kruskal-Wallis H =
110.6126; p < 0.0001 366.2875; p < 0.0001 52.3052; p =0.0392 312.1174; p <0.0001 0.2206; p =0.9931 311.143; p <0.0001
Canada Brasil Canada Brasil Canada Brasil
C. pusilla C. pusilla C. pusilla C. pusilla C. pusilla C. pusilla
C. semipalmatus C. semipalmatus C. semipalmatus C. semipalmatus C. semipalmatus C. semipalmatus
Teste Kruskal-Wallis H = Kruskal-Walllis H = Kruskal-Walllis H =

4.9959; p =0.8458

471.9043; p < 0.0001

99.6953; p < 0.0001

Kruskal-Wallis H =
160.1168; p < 0.0001

Kruskal-Wallis H =

110.1917; p <0.0001

Kruskal-Wallis H =
201.1719; p <0.0001

NUimero de DCX+ (neurdnios)
Estereologia C. pusilla C. semipalmatus
Canadéa Brasil Canada Brasil
Média 120874 209585 147312 447567
E.P. 12125 7441 4137 19118
D.P. 27113 16639 9251 42749
Kruskal-Wallis H = 9; Kruskal-Wallis H = 11;
Teste p=0.0162 p = 0.0033
Canada Brasil
C. pusilla C. pusilla
C. semipalmatus C. semipalmatus
Teste Kruskal-Wallis H = 3; Kruskal-Wallis H = 16;
p = 0.4227 p <0.0001
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Assim, as comparacdes dos astrocitos radiais Tipo | e Tipo Il da regido do V do
hipocampo entre individuos capturados na Baia de Fundy - Canada e aqueles
capturados na llha de Canelas - Brasil, mostram que ha efeitos diferenciais na
morfologia dos astrécitos radiais de aves migratorias e invernais. C. semipalmatus
tende a apresentar aumentos bastante acentuados na complexidade morfolégica dos
astrocitos radiais, convex hull superficie e convex hull volume em aves invernantes,
enguanto tais mudangas sdo menores, ausentes ou mesmo invertidas em C. pusilla.
As diferencas interespecificas parecem responder por efeitos distintos na morfologia
dos astrocitos radiais e isso pode estar relacionado aos padrbes migratorios
contrastantes. O numero de neurdnios novos imunomarcados para DCX aumentou
apos a migracdo outonal em ambas as espécies, embora em maior extensdo em C.

semipalmatus (Figura 15 - J).

As comparacdes interespecificas para o Tipo | mostraram diferencas
significativas na complexidade morfologica apds a migracéo (Brasil), mas ndo antes
(Canadda), no convex hull superficie encontrou-se diferencas significativas antes e
apos a migracdo e no convex hull volume diferencas significativas somente apos a
migracdo. No que concerne ao Tipo Il, as comparacdes entre as espécies mostraram
diferencas significativas na complexidade morfolégica somente ap6s a migracdo
enquanto que o convex hull superficie e o convex hull volume apresentaram

diferencas significativas antes e depois da migracao.

Embora néo tenha havido diferencas significativas interespecificas no numero
de neurdnios imunomarcados para DCX antes da migracdo, foram detectadas
diferencas significantes em aves invernantes (ver Figura 15 e Tabela VII). Essas
alteracbes numeéricas e morfolégicas nédo foram acompanhadas por aumento
significativo no volume da formacgédo hipocampal apds a migracdo em ambas as

espécies.

A Figura 16 ilustra reconstrucbes tridimensionais das células meédias
representativas dos astrocitos radiais de cada um dos grupos experimentais realcando
visualmente as principais diferencas morfologicas entre os astrocitos radiais do Tipo |

e do Tipo Il em C. pusilla e C. semipalmatus, em aves migratorias e invernantes. As
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alteracdes morfologicas do astrocito radial Tipo I, apdés a migracdo, parecem ser
maiores que as do Tipo Il tanto em C. pusilla quanto em C. semipalmatus. Em
contraste, os astrocitos radiais do Tipo Il de C. pusilla exibem menores alteracdes
morfoldgicas que os de C. semipalmatus apGs a migracdo outonal.
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FIGURA 16: Reconstrucdes tridimensionais e dendrogramas correspondentes de astrocitos radiais do Tipo | e do Tipo Il da area do V hipocampal de aves
migratérias de C. semipalmatus e C. pusilla (em migracdo Canadéa - vermelho, e invernanda Brasil - verde). Os ramos priméarios do Canada e do Brasil sdo
mostrados na mesma cor nas diferentes espécies. Os desenhos tridimensionais foram obtidos de astrécitos radiais com caracteristicas morfométricas mais
préximas aquelas da célula “média” representativa de cada grupo. As células 3D escolhidas para ilustrar os tipos de astrocitos radiais médios foram
selecionadas da matriz de distancia usada para obter a soma das distancias de cada célula em relacdo a todas as outras. A célula que melhor representa um
grupo é a que exibe a menor soma de distancias. Barras de escala: 10 um para dendrogramas e 25 pum para células reconstruidas em 3D.

Calidris pusilla Charadrius semipalmatus

Canada \  Brasil | Brasil
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4.4 Convex hull superficie dos astrocitos radiais e neurogénese

A Figura 17 mostra representacdes graficas da correlacdo linear de Pearson
entre o numero de neurbnios novos com imunomarcagdo para DCX da formacgéo
hipocampal e a superficie do convex hull dos astrocitos radiais da area V do
hipocampo de aves migratérias e invernantes das espécies C. pusilla e C.
semipalmatus . A analise comparativa da correlacdo linear de Pearson para o Tipo |,
Tipo Il e Total da variavel convex hull superficie e do namero de neurdnios
imunomarcados com DCX, antes (Canada - triangulos vermelhos) e apos migracao
(Brasil - triangulos verdes), revelou resultados significativos para as duas espécies:
C.pusilla Tipo | (R?2=0.80 p =0.0012); Tipo Il (R?=0.74 p = 0,0031); Total (R>=0.78
p = 0,0015). C. semipalmatus Tipo | (R? = 0.82 p = 0.0003); Tipo Il (R>=0.91 p <
0.0001); Total (R?=0.73 p = 0.0017).

No entanto, o principal efeito na neurogénese ocorre apds a migracao. De fato,
0 numero de neurdnios imunomarcados com DCX aumentou ap0s a migragdo outonal
em ambas as espeécies, embora em maior escala em C. semipalmatus. Tanto em C.
pusilla (R? = 0.98 p = 0.0099) quanto em C. semipalmatus (R? = 0.95 p = 0.0046), a
superficie do convex hull dos astrdcitos radiais totais (envolvendo tanto os do Tipo |
quanto os do Tipo Il sem distingdo) apds a migracao, apresentou maiores valores de
correlagcdo com a neurogénese. Essas mudancas numéricas e morfoldgicas ndo foram
acompanhadas por um aumento significativo nos volumes de formacao hipocampal

apos a migracdo em ambas as espécies.
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FIGURA 17: Representacdes graficas da correlacao linear de Pearson entre convex hull superficie dos astrdcitos radiais da area V do hipocampo e o nimero
de neurdnios novos imunomarcados para DCX da formacao hipocampal de aves migrantes e invernantes de C. pusilla e C. semipalmatus. Analise comparativa
da correlagéo linear de Pearson para o Tipo I, Tipo Il e Total antes (Canada - triangulos vermelhos) e depois (Brasil - triangulos verdes). Resultados da analise
de correlagdo: C. pusilla (A) Tipo | (R? =0.80 p = 0.0012); (B) Tipo Il (R2=0.74 p = 0,0031); (C) Total (R?2=0.78 p = 0,0015). C. semipalmatus (D) Tipo | (R? =
0.82 p = 0.0003); (E) Tipo Il (R? =0.91 p < 0.0001); (F) Total (R2=0.73 p = 0.0017).
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5. DISCUSSAO

Em média, observamos que, em comparagdo com as aves migrantes, a
complexidade morfolégica das células radiais semelhantes a glia radial a de aves
invernantes aumentou significativamente em C. semipalmatus e diminuiu em C.
pusilla, embora em proporcdes diferentes. Essas mudancas foram associadas com
aumentos significativos no nimero total de neurdnios jovens (DCX+) em ambas as
espécies. Sugere-se que 0 Voo ininterrupto continuo de C. pusilla, e o0 voo migratério
com escalas para alimentacdo e repouso de C. semipalmatus, afetam

diferencialmente a morfologia dos astrdcitos radiais e a neurogénese.

5.1 Migracéo, neurogénese e morfologia dos astrocitos radiais

Estudos anteriores mostraram que, em cérebros adultos, os astrécitos radiais
podem servir como trilhos para a migracdo de novos neur6nios em direcdo as areas
do SNC, onde deveriam entrar (Marin e Rubenstein, 2003; Rakic, 2003; Falk e Gotz,
2017; Oppenheim, 2019b). Com base nessa evidéncia, mostramos no presente
trabalho que mudancas na morfologia do astrdcito radial equivalentes a mudancas na
orientacao, distribuicdo e niumero desses trilhos no parénquima cerebral se refletem
em um aumento ou diminuicdo na neurogénese. Para medir essas mudancas e testar
a hipbtese de que o processo migratorio poderia induzi-las, utilizamos a reconstrucéo
microscopica tridimensional dos ramos dessas células e contamos o numero de

neurdnios novos imunomarcados para DCX antes e depois da migracao.

Encontramos uma correlacao significativa entre a superficie do convex hull e o
namero de neurdnios jovens em C. pusilla e C. semipalmatus apos a migracdo de
outono. Esperdvamos que o voo continuo de C. pusilla, sem paradas, e o voo
migratorio com paradas para alimentacdo e repouso de C. semipalmatus, pudessem
afetar diferencialmente a morfologia e a neurogénese dos astrécitos radiais. Embora
nossas descobertas apontem nessa direcdo, devemos lembrar entretanto que as
morfologias gliais e a neurogénese das aves coletadas em agosto na Baia de Fundy

e de novembro a marco na Illha de Canelas podem ser diferentes também por outros
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motivos. Como as aves passaram pelo menos um més (setembro a novembro) e
talvez até sete meses (agosto a marco) no Brasil, devemos considerar outras causas
possiveis para as diferencas significativas encontradas na morfologia glial e na

neurogénese.

O ambiente através do qual as aves voam muda drasticamente durante o voo
migratorio e as viagens das aves podem ser enriquecidas espacialmente e podem
envolver processos perceptuais envolvidos na navegacgao celestial, olfativa e
geomagnética que ndo ocorrem fora do periodo de migracdo (Biro et al., 2004; Frost
e Mouritsen, 2006; Thorup e Holland, 2009; Mouritsen et al., 2016). Assim, sugerimos
gue a migracao pode ser considerada como um tipo de enriquecimento ambiental que
pode contribuir para 0 aumento da complexidade e da superficie do convex-hull dos
astrécitos radiais e da neurogénese.

No presente trabalho, demonstramos efeitos diferenciais significativos na
morfologia do astrdcito radial no V hipocampal de C. pusilla e C. semipalmatus e na
neurogénese ap6s a migracdo de outono, mas ainda ndo estd claro porque a
neurogénese hipocampal e a morfologia dos astrécitos radiais podem diferir entre
aves ativamente migratorias e invernantes. No entanto, atividade cognitiva,
enriguecimento ambiental, dieta e estresse sdo conhecidos por afetar os niveis de
neurogénese hipocampal. De fato, como indicado anteriormente (De Morais
Magalhaes et al., 2017), uma dieta rica em acidos graxos poliinsaturados (PUFA) esta
associada a uma menor neurogénese no hipocampo do que uma dieta pobre em
PUFAs (Hall et al., 2014). Os macaricos-rasteirinhos e as batuiras-de-bando, durante
sua escala na Baia de Fundy, estdo expostos a uma dieta extremamente rica em
PUFAs (Maillet e Weber, 2007; Weber, J.M., 2009). Como demonstrado anteriormente
(Hall et al., 2014), e apontado para C. pusilla (De Morais Magalhaes et al., 2017),
durante esta escala a dieta inclui o anfipoda Corophium volutator nos quais 45% dos
lipidios totais estdo na forma de acidos graxos poliinsaturados (PUFAS), que podem,

portanto, diminuir a neurogénese do hipocampo durante a escala.

Da mesma forma, o estresse e 0s niveis elevados de glicocorticoides reduzem

a neurogénese do hipocampo (Barnea, A. e Pravosudov, V., 2011; Aimone, J. B. et
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al., 2014; Cameron, H. A. e Glover, L. R., 2015; Ladage, L. D., 2015). O hormdnio
glicocorticoide corticosterona € elevado em migrantes de longa distancia que esta em
preparacao para a migragao, acumulando reservas de gordura, e durante as escalas
de reabastecimento (Piersma, T.; et al., 2000; O'reilly, K. M. A. e Wingfield, J. C., 2003;
Eikenaar, Klinner e Stowe, 2014). O aumento do processamento espacial também
esta associado ao aumento do nimero de novos neurénios no hipocampo (Gould, E.
et al., 1999; Ambrogini, P. et al., 2000; Dobrossy et al., 2003; Hairston, I. S. et al.,
2005; Ladage, L. D. et al., 2010) e o comportamento das aves durante a migracao é
consistente com elevadas demandas de aprendizagem e memoria espacial (Ladage
et al., 2011). Além disso, estudos em ratos e camundongos mostraram que O
enriquecimento ambiental esta associado com neurogénese elevada e recrutamento
neuronal no giro denteado (Kempermann et al., 2010; Bednarczyk et al., 2011,
Mustroph et al., 2012; Bechara, R. G. e Kelly, A. M., 2013; Birch et al., 2013; Grégoire
et al., 2014).

Esté& claro na Figura 15 que o nimero de novos neurénios imunomarcados para
DCX ap0s a migracdo, € maior em C. semipalmatus do que em C. pusilla. Sugerimos
gue o exercicio extenuante induzindo niveis elevados de glicocorticéides e 0 ambiente
menos visualmente enriquecido durante o voo transatlantico ininterrupto pode ser
responsavel pelos niveis mais baixos de neurogénese no hipocampo encontrados em
macaricos semipalmados coletados na Ilha de Canelas - Brasil. Em contraste, os
individuos C. semipalmatus que voaram por terra com mdltiplas escalas para
descanso e alimentacgdo, sofreram a influéncia de mudangas ambientais frequentes
ao longo da jornada e ndo foram submetidos ao exercicio extenuante associado ao

VOO transatlantico mostraram maior neurogénese do que C. pusilla apés a migragao.

Como o voo longo afetou diferencialmente os astrocitos do Tipo | em
comparacao com Tipo Il em C. pusilla e C. semipalmatus, sugerimos que essas
células possam ter papéis fisioldgicos distintos. Pelo menos em achados anteriores
de C. pusilla (Carvalho-Paulo, D.; et al., 2017) sugerem que uma maior porcentagem
de astrécitos Tipo 1l (72,5%) interagem com 0s vasos sanguineos quando comparados
aos astrocitos Tipo | (27,5%), tanto nas aves em migracdo quanto nas aves

invernantes. Devido a essa interag&do sugerir maior contribuigéo relativa desse tipo de
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astrocitos estrelar a unidade neurovascular, os autores supuseram gue 0s astrocitos
do Tipo Il tem maior contribuicdo para a manutencdo da barreira hemato-encefalica

do que os do tipo I.

5.2 Semelhancas e diferencas nas influéncias ambientais migratérias e

invernais: limitacdes metodoldgicas

Embora tenhamos enfatizado os voos migratérios contrastantes como o fator
mais relevante para as alteragbes morfolégicas observadas na glia radial, é
necessario lembrar que a captura das aves na Baia de Fundy ocorreu em agosto e
que as aves no periodo de invernada foram capturado na llha de Canelas entre agosto
e maio. Assim, para algumas aves capturadas, o voo transatlantico pode ter ocorrido
pelo menos 9 meses antes e durante esse tempo varios outros fatores podem ter

contribuido para as mudancas morfologicas.

Listamos 7 fatores diferentes que podem regular a neurogénese para cima ou
para baixo ao mesmo tempo que podem alterar a morfologia dos astrécitos radiais: 1)
Voo transatlantico ininterrupto de longa distancia versus voo terrestre com descanso
e alimentacao; 2) Tempo das janelas de captura (aves coletadas em agosto na Baia
de Fundy e Agosto a Maio na llha de Canelas) claramente diferentes; 3) Diferencas
ambientais ao longo do percurso e nutrientes disponiveis na Baia de Fundy e llha de
Canelas; 4) Condicdes fisiologicas pds-reprodutiva no Canada versus invernada, ou
mesmo condicéo fisiolégica pré-reprodutiva no Brasil, 6) Dias muito longos no veréao
Artico versus dias de 12 horas no Equador; 7) Estimulos visuais contrastantes nos

ambientes na Baia de Fundy e na llha de Canelas.

Como as duas espécies tinham dietas semelhantes na Baia de Fundy e em
areas de invernada, compartilhavam condi¢@es fisiologicas pré e pos-reprodutivas
semelhantes no Canda e no Brasil, foram expostas ciclos claro-escuro (extenséao do
periodo iluminado) tanto no verdo Artico quanto no Equador e compartilharam
estimulos visuais semelhantes tanto na Baia de Fundy (Canada) quanto na llha de

Canelas (Brasil), ndo é razoavel esperar que esses parametros possam causar

alteragcbes morfologicas contrastantes nas arvores dos astrocitos radiais e
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neurogénese dessas espécies. Assim, as evidéncias sugerem que, distincoes
filogenéticas a parte, € uma hipdtese razoavel associar essas diferencas aos voos
migratérios contrastantes: sobre o continente e interrompido para descanso e

alimentagdo em comparag&o com voo transatlantico ininterrupto de 5 dias.

Assim, a atividade cognitiva, 0 enriqguecimento ambiental, a dieta e as
alteracbes metabdlicas impostas pelos voos contrastantes podem afetar
diferencialmente a morfofisiologia dos astrocitos. De fato, como as espécies
investigadas foram expostas a essas variaveis diferencialmente é razoavel sugerir que
esses fatores possam ter contribuido significativamente para os efeitos diferenciais.
De acordo com essa visdo, estudos anteriores em ratos e camundongos demonstram
influéncia significativa das mudancas ambientais na plasticidade morfolégica e no
namero de astrocitos do hipocampo (Soffie et al., 1999; Viola et al., 2009a; Diniz et al.,
2010; Rodriguez et al., 2014; Sampedro-Piquero et al., 2014; Yeh et al., 2015; Diniz,
D. G., De Oliveira, M. A., De Lima, C. M., Foro, C. A, et al., 2016; Salois e Smith,
2016; Tsai et al., 2016; Verkhratsky et al., 2016).

Além disso, é esperado o uso menos intenso do hipocampo durante a via
transatlantica de C. pusilla na migracdo outonal, sugerindo que a migracéo de outono
sobre o Oceano Atlantico dessa espécie pode depender mais de sua capacidade de
usar as bussolas geomagneticas e o compasso estelar e menos do processamento
das caracteristicas espaciais do ambiente. Isso estaria associado a menos estimulos
espaciais visuais e menor reconhecimento de marcos de referéncia com consequente
reducdo das demandas de memodria espacial na rota transatlantica em comparacao
com a rota continental com mudltiplas escalas. Assim no processo migratorio da
espécie C.pusilla haveria menor utilizacdo da memoria visuo-espacial hipocampo-

dependente e em associacdo a isso, menor neurogénese.

Assim, como discutimos anteriormente (De Morais Magalhaes et al., 2017), se
a migracao de longa distancia age para regular positivamente a neurogénese, seus
efeitos sobre o C. pusilla ndo séo vistos durante a migracdo, mas durante o periodo
de invernada que se segue. Em contraste, em C. semipalmatus, onde os niveis de

estresse parecem ser menos intensos e o0 enriquecimento ambiental parece ser mais
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alto do que o de C. pusilla, a migracdo de longa distancia pode imediatamente

suprarregular a neurogénese.

Como discutimos anteriormente (Carvalho-Paulo, D.; et al., 2017), ndo ha
informacé&o na literatura sobre a potencial influéncia do sexo e da idade na morfologia
dos astrocitos radiais do hipocampo em aves migratorias de longa distancia, e nés
nao medimos a idade ou detectamos o sexo dos individuos em nossa amostra por
razdes técnicas e operacionais. Assim é dificil discutir essas possiveis influéncias em
detalhes no presente trabalho. Entretanto, é util lembrar para estudos futuros que
alguns relatos anteriores ja demonstraram a influéncia da experiéncia (idade) e do
sexo nas tarefas hipocampo dependentes em aves (Astie et al., 2015; Rensel et al.,
2015; Guigueno et al., 2016; Bingman e Macdougall-Shackleton, 2017), e que o
comportamento migratério é acompanhado por alteragbes morfoldégicas do
hipocampo, incluindo volume e neurogénese (Barkan et al., 2016; Barkan et al., 2017;

De Morais Magalhaes et al., 2017).
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6. CONCLUSAO

Apesar de que as espécies C. pusilla e C. semipalmatus diferem
filogeneticamente e de outras maneiras, é razoavel propor que o comportamento
migratério contrastante entre as espécies gera alteracdes diferenciais na morfologia
dos astrdcitos radias no hipocampo, além de um aumento no nimero de neurdnios

jovens.

Como multiplos fatores ambientais estdo associados a migracdo e a
neurogénese, seria importante no futuro, comparar mais grupos de aves em diferentes
estdgios de seu periodo de invernada. Essa abordagem documentando a
neurogénese e as mudancas morfolégicas da glia radial, entre o tempo de partida do
hemisfério norte e as diferentes janelas temporais do periodo de invernada no
hemisfério sul, pode contribuir para o esclarecimento dos efeitos desses fatores sobre
a astrogénese e a neurogénese em muitas espécies. As diferencas claras que
observamos entre aves migratdrias e invernantes, indicam que as aves marinhas
migratérias de longa distancia podem fornecer uma oportunidade Unica para investigar

muitas questdes relacionadas a fisiologia da migracéao.
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ANEXO | — Tabelas Suplementares
Tabela 1: Parametros estereoldgicos para neurénios DCX+ nos hemisférios direito e esquerdo da formacédo hipocampal de Calidris pusilla. ZQ-= Numero total

de objetos de interesses contados usando o dissector 6ptico, SSF= Section Sampling Fraction, ASF= Area Sampling Fraction, TSF= Thickness Sampling
Fraction, a (frame)= tamanho da caixa de contagem, A (X, y step) = tamanho da grade (um).

Canada EEmE) | o (5 ¥ S N° seccbes P EEhmee ASF SSF TSF zQ-
(um) (um) contagem
Formacado Hipocampal Direita
C. pusilla A 65 x 65 300 x 300 10 118 0.0469 0.166 0.60 291
C. pusilla B 65 x 65 300 x 300 10 115 0.0469 0.166 0.60 286
C. pusilla C 65 x 65 300 x 300 10 85 0.0469 0.166 0.63 238
C. pusilla D 65 x 65 300 x 300 10 141 0.0469 0.166 0.63 274
C. pusilla E 65 x 65 300 x 300 10 103 0.0469 0.166 0.68 300
Formacao Hipocampal Esquerda
C. pusilla A 65 x 65 300 x 300 10 111 0.0469 0.166 0.56 306
C. pusilla B 65 x 65 300 x 300 10 114 0.0469 0.166 0.60 281
C. pusilla C 65 x 65 300 x 300 10 79 0.0469 0.166 0.62 213
C. pusilla D 65 x 65 300 x 300 10 153 0.0469 0.166 0.66 297
C. pusilla E 65 x 65 300 x 300 10 123 0.0469 0.166 0.69 368
Brasil R rEmeE) | A E Y Ste) N° secgdes N eebeele ASF SSF TSF zQ-
(um) (um) contagem
Formacao Hipocampal Direita
C. pusilla F 65 x 65 250 x 250 10 130 0.0676 0.166 0.45 449
C. pusilla G 65 x 65 300 x 300 10 117 0.0469 0.166 0.47 348
C. pusillaH 65 x 65 250 x 250 10 186 0.0676 0.166 0.51 560
C. pusilla | 65 x 65 300 x 300 10 146 0.0469 0.166 0.48 479
C. pusilla J 65 x 65 300 x 300 10 143 0.0469 0.166 0.58 377
Formacao Hipocampal Esquerda
C. pusilla F 65 x 65 250 x 250 10 149 0.0676 0.166 0.45 578
C. pusilla G 65 x 65 300 x 300 10 131 0.0469 0.166 0.49 440
C. pusillaH 65 x 65 250 x 250 10 170 0.0676 0.166 0.50 529
C. pusilla | 65 x 65 300 x 300 10 113 0.0469 0.166 0.48 374
C. pusilla J 65 x 65 300 x 300 10 140 0.0469 0.166 0.58 461
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Tabela 2: ParAmetros estereolégicos para neurbnios DCX+ nos hemisférios direito e esquerdo da formacao hipocampal de Charadrius semipalmatus. ZQ-=
NUmero total de objetos de interesses contados usando o dissector éptico, SSF= Section Sampling Fraction, ASF= Area Sampling Fraction, TSF= Thickness
Sampling Fraction, a (frame)= tamanho da caixa de contagem, A (x, y step) = tamanho da grade (um).

Canada a (frame) | A (X, Yy step) N°~ N° caixa de ASE SSE TSE Q-
(um) (um) seccdes contagem
Formacado Hipocampal Direita
C. semipalmatus A 65 x 65 300 x 300 10 156 0.0469 0.166 0.65 366
C. semipalmatus B 65 x 65 300 x 300 10 200 0.0469 0.166 0.64 354
C. semipalmatus C 65 x 65 300 x 300 10 197 0.0469 0.166 0.67 362
C. semipalmatus D 65 % 65 300 x 300 10 215 0.0469 0.166 0.62 414
C. semipalmatus E 65 x 65 300 x 300 10 175 0.0469 0.166 0.66 394
Formacao Hipocampal Esquerda
C. semipalmatus A 65 x 65 300 x 300 10 163 0.0469 0.166 0.65 322
C. semipalmatus B 65 % 65 300 x 300 10 207 0.0469 0.166 0.64 319
C. semipalmatus C 65 x 65 300 x 300 10 215 0.0469 0.166 0.67 374
C. semipalmatus D 65 x 65 300 x 300 10 195 0.0469 0.166 0.63 339
C. semipalmatus E 65 % 65 300 x 300 10 202 0.0469 0.166 0.67 394
Brasil a (frame) | A (x,y step) N°~ N° caixa de ASE SSE TSE Q-
(um) (um) seccoes contagem
Formacao Hipocampal Direita
C. semipalmatus F 75 x 75 200 x 200 10 633 0.1406 0.166 0.58 2721
C. semipalmatus G 75 x 75 300 x 300 10 270 0.0625 0.166 0.64 1738
C. semipalmatus H 75 %75 300 x 300 10 308 0.0625 0.166 0.70 1587
C. semipalmatus | 75 %75 300 x 300 10 275 0.0625 0.166 0.63 1496
C. semipalmatus J 65 x 65 425 x 425 10 105 0.0233 0.166 0.62 534
Formacao Hipocampal Esquerda
C. semipalmatus F 75 %75 200 x 200 10 605 0.1406 0.166 0.58 2583
C. semipalmatus G 75 x 75 300 x 300 10 255 0.0625 0.166 0.71 1530
C. semipalmatus H 75 %75 300 x 300 10 300 0.0625 0.166 0.69 1577
C. semipalmatus | 75 x 75 300 x 300 10 258 0.0625 0.166 0.64 1637
C. semipalmatus J 65 x 65 425 x 425 10 95 0.0233 0.166 0.63 476
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Tabela 3: Resultados esterolégicos de neurdnios DCX-positivos na formagédo hipocampal dos hemisférios direito e esquerdo do Calidris pusilla. CE Scheaffer
= Coeficiente de erro Scheaffer, D.P.= Desvio padrao.

) Datada | N°de DCX cl= Espessura | hoy imme | N° de DCX iz Espessura | oy jmm3
Canada Sepe Scheaffer (um) Scheaffer (um)
Formacao Hipocampal Direita Formacao Hipocampal Esquerda
C. pusilla A 04/Ago/2012 68054 0.051 26.60 12816 71037 0.051 26.80 13714
C. pusillaB 04/Ago/2012 62038 0.050 25.27 17427 60708 0.050 25.10 16958
C. pusillaC 12/Ago/2012 49679 0.049 24.24 13143 45219 0.049 24.61 11685
C. pusillaD 07/Ago/2012 56397 0.047 24.06 10951 58654 0.047 23.14 12723
C. pusilla E 07/Ago/2012 58099 0.048 22.16 11392 69190 0.050 21.97 13567
Média 58853 0.049 24.47 13146 60962 0.049 24.32 13729
D.P. 6811 0.002 1.64 2565 10277 0.002 1.85 1977
CVv? 0.01339 0.02842
CE? 0.00240 0.00244
CE?/CcVv? 0.17928 0.08587
CV2-CE? 0.01099 0.02598
CVB%(%CV?) 82.07 91.41
o CE Espessura o CE Espessura
Brasil Data da N° de DCX Scheaffer (um) DCX /mm3 | N° de DCX Scheaffer (um) DCX /mm?
Captura - — -
Formacado Hipocampal Direita Formacao Hipocampal Esquerda
C. pusilla F 14/Jan/2014 97723 0.047 34.52 15293 126596 0.042 34.39 19008
C. pusilla G 10/Nov/2014 99105 0.054 32.48 18770 118437 0.048 31.02 18362
C. pusillaH 10/Nov/2014 101195 0.042 30.24 18844 98213 0.043 31.04 15739
C. pusilla | 10/Nov/2014 130530 0.046 31.44 24863 104407 0.052 31.95 16652
C. pusillaJ 12/Set/2015 81415 0.052 25.65 21038 104544 0.047 26.57 20221
Média 101994 0.048 30.87 19762 110440 0.046 30.99 17997
D.P. 17783 0.005 3.31 3516 11680 0.004 2.83 1803
CV? 0.03040 0.01118
CE? 0.00232 0.00215
CVB? 0.07642 0.19250
CVB?/CV? 0.02808 0.00903
CVB%(%CV?3) 92.36 80.75
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Tabela 4: Resultados esterologicos de neurénios Dcx positivos na formagéo hipocampal dos hemisférios direito e esquerdo do Charadrius semipalmatus. CE
Scheaffer = Coeficiente de Erro Scheaffer, D.P.= Desvio Padréo.

; Datada | N°deDCX iz Espessura | noy ymms | N° de DCX clz Espessura | poy jmme
Canada Captura Scheaffer (um) Scheaffer (um)
Formacao Hipocampal Direita Formacao Hipocampal Esquerda
C. semipalmatus A 03/Ago/2012 73836 0.044 23.43 6652 64291 0.043 23.24 6042
C. semipalmatus B 03/Ago/2012 72682 0.049 23.63 5701 66457 0.044 23.86 4993
C. semipalmatus C 03/Ago/2012 70524 0.050 22.45 7038 74381 0.043 22.60 7813
C. semipalmatus D 04/Ago/2012 87466 0.045 24.38 6199 70720 0.045 24.17 5147
C. semipalmatus E 07/Ago/2012 77914 0.041 22.94 5771 77952 0.040 22.70 5941
Média 76484 0.046 23.37 6272 70760 0.043 23.31 5987
D.P. 6701 0.004 0.73 573.19 5594.75 0.002 0.69 1121.78
CVv 0.00768 0.00625
CV?2 0.00210 0.00185
CE? 0.27323 0.29577
CE?/CV? 0.00558 0.00440
CV2-CE? 72.68 70.42
o CE Espessura o CE Espessura
Brasil gst?ﬂi N° de DCX Scheaffer (um) DCX /mm3 | N°de DCX Scheaffer (um) DCX /mm?3
2 Formacao Hipocampal Direita Formacao Hipocampal Esquerda
C. semipalmatus F 20/Mai/2015 202865 0.023 30.33 16793 191612 0.025 30.24 16252
C. semipalmatus G 17/Jun/2015 266793 0.028 28.40 24818 226694 0.035 26.24 21903
C. semipalmatus H 15/Ago/2015 224257 0.032 26.84 18534 223179 0.031 29.45 19206
C. semipalmatus | 15/Ago/2015 234154 0.034 30.58 18823 252365 0.029 32.14 20635
C. semipalmatus J 13/0ut/2015 223487 0.043 31.45 17667 193283 0.046 30.45 12843
Média 230311 0.032 29.52 19327 217427 0.033 29.70 18168
D.P. 23357 0.007 1.87 3171 25441 0.008 2.17 3645
CV?2 0.01028 0.01369
CEZ? 0.00102 0.00110
CVB? 0.09956 0.08051
CVB?2/CV? 0.00926 0.01259
CVB2(%CV?) 90.04 91.95
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Tabela 5: Estimativas de Volumes dos hemisférios direito e esquerdo da formacgdo hipocampal e do telencélafo e a razdo entre eles para as aves Calidris
pusilla no Canada e no Brasil. CE Gundersen= Coeficiente de Erro Gundersen m=1. Vol.= Volume. FHD= Formagé&o Hipocampal Direta. FHE= Formagéo

Hipocampal Esquerda. TD= Tefencéfalo Direito. TE= Tefencéfalo Esquerdo.

Estimativa CE Estimativa CE Estimativa CE Estimativa CE

do vol. do vol. Vol. do vol. do vol. Vol.

Canada (mm?) Gundersen (mm?) Gundersen (mm?) Gundersen (mm?) Gundersen

FHD D FHD/TD FHE TE FHE/TE
C. pusilla A 5.31 0.022 89.10 0.006 0.060 5.18 0.022 84.6 0.008 0.061
C. pusilla B 3.56 0.030 77.30 0.008 0.046 3.58 0.030 80.4 0.009 0.045
C. pusilla C 3.78 0.027 71.40 0.008 0.053 3.87 0.026 82.7 0.007 0.047
C. pusilla D 5.15 0.021 79.60 0.006 0.065 4.61 0.022 88.9 0.007 0.052
C. pusilla E 5.10 0.019 97.90 0.004 0.052 5.10 0.020 105.0 0.005 0.049
Média 4.58 0.024 83.06 0.006 0.055 4.47 0.024 88.32 0.007 0.051
D.P. 0.84 0.004 10.46 0.002 0.007 0.72 0.004 9.83 0.001 0.007
Estimativa CE Estimativa CE Estimativa CE Estimativa CE

) do vol. do vol. Vol. do vol. do vol. Vol.

Brasil (mm?) Gundersen (mm3) Gundersen (mm?) Gundersen (mm?) Gundersen

FHD TD FHD/TD FHE TE FHE/TE

C. pusilla F 6.39 0.019 111.00 0.007 0.058 6.66 0.022 108.00 0.008 0.061
C. pusilla G 5.28 0.025 99.20 0.006 0.053 6.45 0.024 95.30 0.005 0.067
C. pusilla H 5.37 0.029 120.00 0.006 0.045 6.24 0.026 117.00 0.006 0.053
C. pusilla | 5.25 0.025 83.10 0.011 0.063 6.27 0.023 81.90 0.011 0.076
C. pusilla J 3.87 0,016 88.98 0,006 0.043 5.17 0,013 97.42 0.005 0.053
Média 5.23 0.025 100.46 0.008 0.052 6.41 0.024 100.55 0.008 0.064
D.P. 0.90 0.004 15.23 0.002 0.008 0.19 0.002 15.29 0.003 0.010
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Tabela 6: Estimativas de Volumes dos hemisférios direito e esquerdo da formacao hipocampal e do telencélafo e a razéo entre eles para as aves Charadrius
semipalmatus no Canada e no Brasil. CE Gundersen= Coeficiente de Erro Gundersen m=1. Vol.= Volume. FHD= Formagédo Hipocampal Direta. FHE=
Formacao Hipocampal Esquerda. TD= Tefencéfalo Direito. TE= Tefencéfalo Esquerdo.

) Estimativa CE Estimativa CE Estimativa CE Estimativa CE
Canada do vol. do vol. Vol. do vol. do vol. Vol.
Gundersen Gundersen Gundersen Gundersen
(mm3) (mm3) (mm3) (mm3)

FHD D FHD/TD FHE E FHE/TE
C. semipalmatus 11.10 0.011 155.65 0.005 0.071 10.12 0.013 126.92 0.005 0.080
C. semipalmatus 12.75 0.009 167.67 0.003 0.076 12.25 0.010 178.86 0.008 0.068
C. semipalmatus 10.02 0.012 135.55 0.003 0.074 10.15 0.012 134.48 0.003 0.075
C. semipalmatus 14.11 0.012 166.18 0.005 0.085 14.58 0.009 171.74 0.007 0.085
C. semipalmatus 13.50 0.009 160.78 0.004 0.084 13.50 0.010 158.98 0.002 0.085
Média 12.30 0.011 157.17 0.004 0.078 12.12 0.011 154.20 0.005 0.079
D.P. 1.70 0.002 12.99 0.001 0.006 1.99 0.002 22.76 0.003 0.007

_ Estimativa CE Estimativa CE Estimativa CE Estimativa CE
Brasil do vol. do vol. Vol. do vol. do vol. Vol.
Gundersen Gundersen Gundersen Gundersen
(mm?) (mm3) (mm3) (mm3)

FHD D FHD/TD FHE E FHE/TE
C. semipalmatus 12.08 0.015 175.99 0.009 0.069 11.79 0.014 154.77 0.007 0.076
C. semipalmatus 10.75 0.013 167.99 0.010 0.064 10.35 0.011 165.31 0.010 0.063
C. semipalmatus 12.10 0.014 163.70 0.006 0.074 11.62 0.013 175.10 0.008 0.066
C. semipalmatus 12.44 0.012 165.62 0.007 0.075 12.23 0.012 155.21 0.008 0.079
C. semipalmatus 12.65 0.014 188.01 0.009 0.067 15.05 0.012 194.36 0.005 0.077
Média 12.00 0.014 172.26 0.008 0.070 12.21 0.012 168.95 0.008 0.072
D.P. 0.74 0.001 9.97 0.002 0.005 1.74 0.001 16.48 0.002 0.007
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ANEXO lI- Autorizaces de Orgdos Reguladores do Uso de Animais Silvestres

Licenca de Importacdo de Animais

REPUBLICA FEDERATIVA DO BRASL.
MINGTERID DO VEK) AMDENTE - MVA
IEITUTO BRASLE RO DO WEXD AMENTE
[ DOS PECURSIS MA TR S

PENCVAVES - BAW

SCEM Trcho 3 - 6 Sace - s Povtal n* 0970 - CEP 70018900 - Bl OF

INETITUTO BRASLE O DO MEY) AMDENTE

€ OO RECUSSO8 NATURAS REMOVAU & - IhAMA

4) Licenga n*Permit n*:

16BR020816/DF

5) Licangs de/Parmit for

Importagéo/import

10)

CRISTOVAM GUERREIRO DINIZ
PASS. URLTA 001

BRAGANCA - 8500000
fone: 9181777082 - crstovam dinlz @ gmall com
-BR

12) Pais Importador/Country of Import
Brasii - BR

14) Objetivo da urpose of the
S - SdenAcFine dentilicos...

1%)

For live arimals, this permi or cartficat s only vadkd If
the transport condions confonm 10 the Guideines for Transpon

i the came of air transport, 1 the IATA Live Asimals Raguatens)

ESTA LIGENGA £ VALIDA SOMENTE PARA UMA OPERAGAQ!

THIS PERMIT OR CERTIFICATE IS ONLY VALID FOR ONE SHIPMENT.

[ [owoy [mn  [oaoy [wn  Jowoy [wn  [ooy Jwe  [owow [wn  [owoy [wa  [oooy [mn Ty |
Varcaventy. Hp Emall ches 505 O Lams o+,

1#Vin - Orighat Brmai / imparter | Exporter - Brazi

Ve or | I Exporter | Impocter - Other Country




Instrucdes e explicactes
s das instrugles do

1- mnm:mam

2-  Dsts e Emisséo,

3 Data de Validede. O prazo de validade de uma licenca nio deve exce-
der € meses. Passado o Wtimo de do prazo de vakdade, o decumento lome-

se nulo @ sem qualquer valor juridicn, o 0 original @ 100as a5 CODIAS deverm ser |

Uma boenga do
documento CITES do pals de

pais.

12- mmdomw

13- Nome completo do pals

14~ Finaldade da cperacho, @rmummmm
B Criagho em cafveiro ou reproducdo artficial,

E Fins aducativos;

G Jardim botdnico,

H Troléu de cage;

M Pesqusa bomédica;
N

P Uso

: pu-m—‘-*-‘, condl

Este
mnﬁn“nmmﬂaom informagdes.
16-  Data @ locsl provive de entrada/saida no Brasil. Ests lloancs & valds
SCMENte Para uUma cPerGc.
17-  Numeragio seqlencial dos tens que serSo imporiades/exportados/eex-

portados.

18- Tigo de produto (por sxemplo. luva, anmal wo, mobdiéno, acessdrios).
18- Quanfidade do produto & Unidade de madida. Nio sando possivel deter-
minar & quantidade deve-se especilicar & unidade de medida uliizada, por
exemplo 0 peso.

20- Nome cientifico (género, espécie o eventusimente sub-espécie) do ani-
mal ou planta % como consta nos Anexcs da Convencho ou nas listas de ro-
MmMMMGMIMMQWu-
2800 ro Brasil

21- m(kﬂmln)mmﬂnﬂdl-momum
utiizar o8 seguintes.

A - Planta reproduzida srtficeiments (ALVIL, § @ Res, Corf 11.17)

c- MMnam

D- m caliveiro ou artficialments com fina-
uan-muu(mvu 4 ¢ Res. Conf. 12.10).
F - Animal sasaido em caliveiro (F1 ou geragBes posteriores)

com maneo 5 { g
u. com

W - Espécie com origem silvestre (coletsdo no meio silvestrs)
22-  Descricho mais mmammmmuw
w(l“mnnllll planta. carelras, l—bt.dxl.m

de medida, & (acres, anihes, micro-chip),
mﬁu&www 500/1000) & 38 possivel © saxo &
& idade dos animais vivos.
23- Pais de origem em que o ssphcime fol retirado na natureza, reprodui-
antificisiments.

do am cativeiro ou Informar o pais de origem & o nimero da A
cenga de ou cartficado de (Bpo, nimar e deta).

24-  Pais da (s esportaeglo, 4o 8 onde vam o aspdcime anes de
SR MO Pals de desting deste TEQNPOMAMIOr &

25- Este campo devers ser presnchido pelo funciondno ds aifindega que
a ne da

que deve anotar as efotr

187 08 CAMPos Nac utlizacos.

comespondenie
fiver 8o uliizado pars & (re)exportacio apds o db-
velidade.

_n—_”

used in Braal.
21 Appenci (I, If or i) b which s Incluced e Species and ogin the 508~

cies, it is used the folowing codes:

A - Plant arfifciolly repvodused (At VIT, 5 and Res. Conf 11.11)

C = Anime( bred in capbnty

D - Speces of n captivity or articiaily with commer-
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Licenca Ambiental para Captura e Sacrificio dos Animais

Ministéric do Meio Ambiente - MMA

Instituto Chico Mendes de Conservaga da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagdo e Informagse em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Nimera: 16086-3

Data da Emissdo: 30/08/2010 09:51

Dados do titular

Mome: Cristovam Guerreine Diniz

CPF: 518352 742-34

Tiulo do Projets:  PLASTICIDADE DA FCIHM.M;;E.O HIPDCAMPAL DE AVES MIGRATORIAS: ESTUDOS ARGUITETONICOS,
IMUMOHISTOQUIMICOS E ESTERECLOGICOS NO MACARICOD (Calidris pusilla & Calidris minutila).

Nome da InsStuicio : UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA

CHNP.: 32621 748/0001-22

Cronograma de atividades

= Descricao da atvidade Inicio [mesfano] | Fim [mes/ano)
1| Caplura, Perfusdo 2 Processamenio Hsloogico 032003 032005
Tmmﬂiﬁ%ﬁ: s ] [tk

3 |Andilse Estareoiigica 032010 032011

T [Fedacso oe Amgos, UiaMcacss & Fed. Manuseio T JicTri b

D2 3COMdo COM 0 art. 33 03 IN 15472008, 2513 UIDNZaga0 =M DEED 0 valdaoe equivalenis 30 previsio o Croncgrama de atvidates a0 projeto.

Observagdes e ressalvas

AE 3llvidadas 02 CaMp0 BXETCIas: pOr DEsS0a Natural oU |Uridica Sstangeira, am todo O Tembono nacional, que Impliquem O Jesincaments G recursos umanos 8

da culiura nativa e cutura

1 |materals, i=ndo por oojeto coletar dados, materals, espacmes bioiogicos & minerals, pegas

popular, presenis & passa da,
obtidos por melo de recurses @ Eenicas que 52 dEsTNem 30 esudo, 3 d) ou 3 pesquisa, sujeltas 3 autonzagdo do Minksterio de Clénda e Tecnologla

E5lz aulorzagao nao exime o Mular & 3 5U3 equips da necessltade o2 obisr a8 awencas previstas 2m oulros Insrumenios legals, bem como do consenimeanto do
responsavel pela area, publica ou privada, onde sara realizada a allvidade.

513 aulonzaga nao podera ser ullzada para fins comencias, INdUsInals ou esportves. O maenal Hokdglco colstatn devera s ulllzado para allvdages centiicas.

ou didalicas no dmbito do ensing superior,
. SLIDNZ3GA0 [ard N0 30 ExEno 02 C0 a0 COrSAN BEr or 00 ENderep0 SemnicD waW I0ama, o Or | Senipos orHne -
ou

Jner-;aml de flor e fauna - CITES e ndo CITES). Em cas0 de materal consignacda, consulle weew lombio.gow. bisisbio - menu

oma':lelcfncamamnzzcéueus'rmuammwﬂ@w:mmnmammmwmdmm que possivel,
30 grupe taxondmico de interesse, evitanda 3 morte ou dano signilcatvo 3 oulros grupos; & empregar esforgo de coleta ou cmmw.ﬁﬂbwrprmmamuluaﬂe
dt:-:lq:l.lag.'lesdugiq:-:lmmhmde rieresss em condicio In she

Esie documento nao dispensa o Cumprimento da legislag3o que dsple sobre acess0 a componente do pamimonio genéfico exEtente no =mitno nacional, na
piatatorma continental & na zona econdmica exclusiva, ou 3o conhedmento tradidional associado 30 pamimanio genetcn, par fns de pesquisa demmcs,

__:Jg.T_::spamSoedeseuuknerm

tecnoidgico.
M c350 e pesquisa em UNIDADE DE CONSERVACAD, o pesquisador Hiular desia aulorizagdo devera contaciar 3 adminisTac30 da unidade a fim de CONFIRMAR
AS DATAS das expedighes, as condlghes para reailzagdo das coletas & de us0 0a INE-SSinUra da unidade.

As allvidades confempiadas nesia aulonzagao MAC abrangem espécies Draslieiras constame de lisas oficlals [de abrangencia naclonal, estadud ou municpal) de
espéces aneagadas de exingdo, sooresnpiotadas ou ameagadas de sobresipiotagdo.

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

Material e métodos

= FIOmcips OF [Descricac do local Tipo
1 PR Frala 02 Aurieua Fora de UC
Z PA liha de Canela Forade UC
Atividades X Taxons
= Afividade Taxons
[T [Canias de animals slvesies [0 sl TG mINLEIE, Callins puslla
2 | Coietatanspore de amostras bioltgicas In sty Caildris minugila, Calldris puslla
3 | Coietatmanspore de mee da fauna slivesine In siu Caildrs minugila ("Qide: 20), Caldns puslla "Cide: 20)
4 |Naragso 0e animas [T CHIGNE minuaila, Callans pusila
5 | Dbsenacio & gravagao 0e IMagam ou som Caldis minudila, Calldns puslia

Cide. de Indviduos por espécielocaldade/unidace de conservacio, 3 serem coletados durants um ano.

1 Amcsias Doldgicas (Aves)

[ Animal morto ou paries (camaca Voss0/pele, Fragmento ge lecidoirgao

Este decumento (Autorizagio para atividades com finaiidade cientifica) foi expedido com base na Instrugao Mormativa n*154(2007. Através do codigo
de autenticago abaixe, qualquer cidad3o podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do SisbiolCMBio na

Internet {www.icmbio. gov_brisishio).

Codigo de autenticagao: 56266259

[ Pagina 173 |
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Ministério do Meio Ambiente - MWA
Institute Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagio e Informag3o em Bicdiversidade - SISBIO

Autorizacéo para atividades com finalidade cientifica
Numero: 16086-3 Data da Emissdo: 30/08/2010 09:51

Dadas do titular
Morme: Cristovam Guemeirg Diniz CPF: 518.362.742-34

Tiulo do Projete:  PLASTICIDADE DA FDHMN;.E.D HIFOCAMPAL DE AVES MIGRATORIAS: ESTUDOS ARQUITETONICOS,
IMUNCHISTOQUIMICOS E ESTERECLOGICOS NO MACARICO [Calidris pusilla & Calidris minutila)
Mome da Insfituicio : UNIVERSIDADE FEDERAL DO FARA CHPJ: 34.621.742/0001-22

[ [WEmin 38 canlraCoEia [PWEE) [ EloaciEica, Rede de nedling |

Destino do material biologico coletado
(A TCme Fcal desting. T TIps Dastng |
[ [UNNERSIDADE FEDERAL DO PARA [coleco ]

Este documents (Autorizagio para atividades com finaidade cientifica) foi expedida com base na Instrugdo Mormativa n™154/2007 . Através do codigo
de autenticagdo abaixo. qualquer cdad3e podera verificar a autenticidade ou regulanidade deste documento, por meio da pagina do Siskin1CMBio na
Internet {www.icmbio. gow_brisishio).

Cadigo de autenticacéo: 56266259 ‘“HI‘ II‘III

[ Pagina 213 |




Ministéric do Meic Ambiente - MMA
Institutn Chico Mendes de Conservagio da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagdo e Informagso em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica

Numero: 16086-3 Data da Emissac: 30/08/2010 09:51

Dados do titular

Mome: Cristovam Guemeire Diniz CPF: 518.302.742-34

Tiwle do Projeter PLASTICIDADE DA FGHMN;‘;‘D HIPOCAMPAL DE AVES MIGRATORIAS: ESTUDOS ARQUITETONICOS,
IMUNCHISTOQUIMICOS E ESTEREOLOGICOS NO MACARICC (Calidris pusilla & Calidris minutila)

Nome da Instituicio : UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA |CNPJ 34.621.748/0001-22

Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acorde com a Instrugdo Normativa n®154/2007, a coleta imprevista de material biclogico ou de substrato ndo
contemplade na autorizagdio ou na licenca permanente devera ser anctada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatoro de atividades. O transporte do
material bicldgico ou do substrate devera ser acompanhado da autorizagdo ou da licenca permanente com a devida
anotago. O material bioldgico coletado de forma imprevista, devera ser destinado & instituicSo cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colecéo biologica cientifica registrada no Cadastro Macional de Colegdes Biologicas (CCBIO).

Téxon® Qede. Tipo de amestra Qtde. Data

* ldentificar o espécime no nivel taxondmico possivel.

Este decumento (Autorizagio para atvidades com finalidade cientifica) fiol expedido com base na Instugao Monmativa n™154/2007. Atraves do codigo
de autenticacio abaixo, qualquer cidadio poders verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/lCMBio na
Internst {www.icmbio.gov_brisishio).

Cadigo de autenticagao: 56266259 ‘II”I| II‘III

[ Pagina 373 |
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Institute Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade - ICMBio
Slstema de Awtorizagdo e Informagdo em Blodiversidade - SISBID

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Niamero: 44551-1 Data da Emissdo: 020072014 08:55 Data para Revalidagdo®: 02/08/2015

* D& 3cordo COM O an. 33 03 IN 15472009, 513 auionzagdo tem prazo 02 valdade equivalents 30 previsto o CronCgrama de aividades 0o projeto,
mas devera ser revalidada anuaimentz mediants 3 apresentagdo do relatdnio de athvidades 3 ser enviado por melo do Sisbio no prazo de até 30 dias
3 CONLAr da data 0 ANIVETSArD de suUa emissSo.

Dados do titular
Nomea: CRISTOVAM GUERREIRD DINIZ CPF: 516.352.742-34

Tiule do Projeto; NEURDECOLOGIA DE AVES MIGRATORIAS MARINHAS: Padries Migraitdos Confrastantes, Respostas Adapiaiivas e

Mecanismos Neurals Subjacentss.

Mome da Institulgdo © Instituto Federal ge Educagdo CiEncla @ Tecnologla do Para |CNPJ: [9.021.0030001-85

Cronograma de atividades
[=] Descrigao da athidate [ Inkk (mé&sfana] |Fim [més/anol
|1_|‘Sok%a dos espedmes e de sangue, assim como marcapio dos MEsmos. | o=z D&201E

Observagies e ressalvas

As athidades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em fodo o feridrio nadonal, que impliquem o desiccamento de recurses humanes e

1 |masterials, tendo por objeic coletar dados, makerials, espécimes biokigicos & minerals, pegas inkegrandes da cufum naffva & cufturs popuiar, presenie & passada,
obidos por melo de recursos e Eonicas que s= desSinem ac estudo, 4 dfusbo ou & pesguisa, estlo sujeBas a alﬂnﬂmﬂn do Minisitrio de Clénda e Tecnologla.

Esty autorizag MNED axime o pesguisador Stulsr = os membnos de sua equipe da necessidsde de obier as anudncias previstas em oulros nstrumentos legals, bem

+ |comeo do consentimentc do responsavel pela drea, poblica ou privada, cnde serd realzada a atividade, Inclusive do trglo pestor de fema indigena (FUNALL da
wridade g consenario esadus, disTRal ou MUnicipal, Ou o PORFtAND, ATENGALAND, DOSSENT OU MOFAdor de Area dentro dos imtes de unidade de conservacio
feciaral CUj0 procESso e T cdo fundiana encontra-se em curso.

Este D somenie poderd ser ulllizado para os fns previsios na InHru-;Eu Momatva IBAMA n* 15472007 ouna Insh'u;iu Momadva ICMEBe n® 1002010, no que
3 |especifica esia .'u.l:oﬂm;!u, no podendo ser uSlizado para Ins comercials, Industrials ou espoiivos. O material bloligico coletado deverd ser uilzado para atividades
clentificas ou didiicas no Amblo do ensino superor.

A muforizacho pars envio a0 exterior de material Blokgico nBio consignado deverd serrequenida por meio 0o endereps debrtnico www. Bama gov.br [Senvipes onHine -

Licenca para Importacs ou Egl?t_mgin de flor e faura - CITES & ndo CITES).
0 Hiular de [Cenga ou suonzacio & 0 membnos 03 Sua equips deverdo opiar por MAIDGos O& COMSSS & INSTUMEntos 08 CADIURS AIRCIGNA00s, SEmEre qUE postivel

5 | grupo mxondmico de intzresse, svitando & morie ow dano significalivo a outros grapos; & empregar esforo de cokeis ou Capbura que nlo compromets & viablidade
de populales do grupo o de Interesse em condico in situ

O ttukar de ph0 o e Boenira parmanente, assim como os membos de sus squips, quando da .1u|a;hdal:nlsla$!n vigente, cu q.u'mdalnadeq.ug!u.

5 |omissio ou falsa descriclo de imomagles relevanies que subsidiaram 2 expedigio do aio, poderd, medante decisdo mofvada, ier & sutorizagho ou licenga
SUSDENSA ou revogada pelo ICMBD & o maieral bickigico coletado apreendldo nos kemmos da legisiagio braslieia em vigor.

Este doCUMEND NAC JISpErsSa © cumpnments da iegisiagke que disple sobre acESs0 3 COMPONENEE 0o PATITONIC JERESCD EXSIEMIE N0 IEMRONG RACIoNal, ia

T |plataforma confinental £ na zona econdmica exclusiva, ou 30 conhedments radicional assocado ao patrimdnio genétioo, para fins de pesquiss clentffica,
blnprusp-ec;iu & deservolvimento teonolégico. Vela r'\deESIlm:IT'B;l‘E‘: &m www . mma_pov_bricgen.

Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CDNEE?-A-‘\!'{.ED. © pesguizador thuar dezta u.boﬂn;!u deverd a ‘!n da unidade a fim de CONFIRMAR

A3 DATAS das expedicles, as condiples para realizaclo das coletas ¢ de uso da infra-estutura da unidade.

Outras ressalvas

1) Comunicar Ida a Campo com aniecentenca minima ge 15 0@k |paulo ovelaemolo gav or 1 [31] 3225 4642, |2) para & COeld, 1azer-5e

4 |3companihar por exfrativista Indicata pela Chefla da UC & AUREMAT, 3) apresentar a praposta oe pesquIsa & 05 52US resURados para as
comunidades que vivem na area onds havera a colketa de matenal, akm do Conselha Dellberaliva da Resex Marinha de Tracuaieus; e, 4)

disponibdlizar I3 J0s rn-uums da pesquisa para 3 adminisiracdo 03 Resey Marnha de Tmcua'neua
[T [Aual E 0 0 um In: LD a0 02ve UTapassar
Comunlcar par emall: gav] B0 =L =)
coleta de fauna e flora no Interlurda UG, ou nos estuarios do rio Caete ETmerclg.l COMm cena ml:ec:enerncla Disponiblizar copla dos restltadm &
3 |produtos gerados com os dados caletados no interior da Unidade; Disponibiizar um membna da equips para esclarecimenta do projeto, caso sefa
necessano, junto ao Conselho Dellberativa, ou am aljuma comunidade espacilica da RESEX que possa fer Interasss nos resultadas da pesquisa
desenvolviga.

Este documento {Autorizagdo para atividades com finaldade cientffica) fol expedido com base na Instrugdo Mormatlva n*154/2007. Através do codign
de autenticagdo abalko, qualguer cldaddo poderd veriizar a autenticldade ou regulandade deste documento, por melo da pagina do SlsbinICMBIo na
Intemet jwww.lcmblo.gov.brsisbk).

[ Pagina 114
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Mmistério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagio da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Artorzacdo e Informagio em Blodiversidade - SISEID

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Mumero: 44551-1 Data da Emissdo: 0307/2014 08:55 Data para Revalidagao®: 02/08/2015

" D& acondo com o an. 33 da N 15472008, esta autorizagle tem prazo de valdade equivalents ao previsto no cronograma de abividades do projeto,
mas devera ser revalldada anualments mediants 3 apresentagdo do relatoro de atividades 3 ser enviado por melo do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversari de sua emlssdo.

Dados do titular
HNome: CRISTOVAM GUERREIRO DINIZ CPF. 51E.352.742-34

Tiulp o Projeto; NEUROECOLOGIA DE AVES MIGRATORIAS MARINHAS: Padries Migraitros Contrastantes, Resposias Adapiatvas e

MeCanismos Neurals Subfacentas.

Mome da Instiuigda | Insttuto Federal de Educagdo CiEncla @ Tecnodogla do Para CNPJ: 09.021.003/0001-55

TomunIcar par emal: Caudi. aVESICEng. gos or, o0 pe BL (31154251574, O DEss0aMEniE &M NoE60 EECMoNG &M Dragantd, &5 Gatas de
coleta de fauna & Nora no Interer da UC, ou nos estudnos do rio Gurupl 2 Pird com cera antecadéncla; Disponibliizar copla dos resuliados &

4 |produtos gerados com os dados coletados no interor da Unidade; Disponibilizar um membro da equipe para esclarecimento do projeto, caso seja
necessano, junto a0 Conseiho Dellberative, ou em alguma comunidade especilica da RESEX gue possa ter Interssss nos resultados da pesquisa

desenwoiviza.
Equipe
E] Homs Fungho CPF Hazlonalidads
1 | Mam Gyzely o= Miorals Magainies =303 B02.888. 77057 Brazi=ra
2 [Cristowam Wanderiey Picango Dinz Pesguisadar 013.£98.562-34 Brasleira
3 [Misur Andre Damascenc de Misio Pesquisatar 634.232.152-20 Braslisira
4 [Dara Caralha Pauks Pesquisadar 957 .481.132-57 4309550 PLCWEPA Braslisirs
5 | Pafrick Diougias Comds Perers Ao Graduacio 015.588.353-54 BO0EZSS B3P FA Birxslizirs
Locais onde as atividades de campo serio executadas
= TRImIEIpID OF [ Deserian do ol To
1 PA RESERVA EXTRATIVIZTA MASINHA DE CAETE-TAPERACL U Federal
2 PA REZERYA EXTRATIVIESTA MARINHA DE GURLFTPIRIA UC Federal
3 PA REIERNA EXTRATIVESTA MARINHA DE TRACUATELUA UC Federal
Atividades X Taxons
# Abvidade Taxons
1 | Copturs de snimals sibesres in By :.hl_—;:i:; acularia, Charadrius wilsonla, Charadrius semipaimatus, Charadrius colars, Caldris
2 | commmrans e 2‘:::““5 semipaimatus, Calldis pusila, Acitls maculara, Charadrius wisona, Chamdrius
. e Artbis mesculana [*Oige: 5), Charadnus ssmipaimatus ("Cedes 5), Callans posila ["Oide: 2),
3 | Coltafransporte de espécimes da fauna shvesire In shy Charadrius coliars ("Gide: 5)
. _ Calianis pusiia, Actitis macuiaria, Charadrius colans, Chardrius semipamatus, Crarsdnus
4 | Observacio e gravagio de imagem ou som wlizonia

* QuanSdade de INdWIdUDS [Or espécie, por localkiade ou Unidace de consersachio, 3 serem coktados durantE Um anc.

Material @ métodos
[1TAmcstras iokegicas (Aves) [ Sangue, Fenas, Regurgtacicicont=ida estomacal, Fragmento de tecioaiorgic |
|2 [mtcdo o captaraicoieta (Aves) | Rede de nebina, Outros metodos o Captura/coktx(Procur com [amema. (Night-Lightng)) |

Desting do material bioldgico coletado
[#] Home kooal desiing | Tipa Dacting |
|1 [mstituin Federal de Educagho Cl&nda e Terncicgla do Fard | coiegio |

Este documients (Autorizagio para atividades com finaldade cientifica) fol expedido com base na Instrugio Nomathva n*154:2007. Através do codigo
de autenticacdo abatxo, qualguer cidadio poderd veriicar a autentic/dade ou reguiaridade deste documento, por melo da pagina do SisbieiCMBIo na

Irtemet {www cmbio.gov.brisisbia).
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Autorizacio para atividades com finalidade cientifica

Namero: 44551-1 Data da Emissao: 030712014 08:55 Data para Revalidagdo®: 02/08/12015

* D 3condo com o an. 33 4a IN 15472009, esta aviorizagdo tem prazo e valdade equivalents 30 previsto no cronograma de atvdades 4o projeto,
mas devara ser revalldada anuament2 mediants 3 apresantagio do relatono 02 avdades 3 S8 enviado por mEio 4o SIsHio No prazo de ate 30 dias
a contar da data do aniversarko de sua emlssSo.

Dados do titular

MNoma: CRISTOVAM GUERREIRD DIMIZ CPF. 518.352.742-34

Tiulp g0 Projeto; NEUROECOLOGIA DE AVES MIGRATORIAS MARINHAS: Padrdes Migrattros Contrastantes, Respostas Adaptaivas e

Mecanismas Nedrals Subjacentas.

Mome da Institulgdo : Instituto Federal de Educagao Ci2ncla e Tecnologla do Para | CHNPJ: D9.021.003/0001-85

Registro de coleta imprevista de material bioldgico

De acordo com a Instrugdo Mormativa n®154/2007, a coleta imprevista de material biolégice ou de substrato ndo
contemplade na autorizacdo ou na licenga permanente deverd ser anctada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada per meio do relatoric de atividades. O transporte do
material biclégico cu do substrate devera ser acompanhado da autorizagic ou da licenga permanents com a devida
anotagdo. O material bioldgico coletado de forma imprevista, devera ser destinado & instituigdo cientifica e, depositade,
preferencialmente, em colegdo bioldgica cientifica registrada no Cadastro Macional de Colegies Biologicas (CCBIO).

Taxon" Qtde. Tipo g2 amostra Qtde. Data

Este documento (Autortzaglo para atvidades com finalldade centfica) fol expedido com base na Instrugdo Normathva n*154/2007. Atraves do codign
e autentcacio abao, qualguer cidatio podera vermcar a autenticidade ou reguiandade deste dOCUMentD, por Melo da paging oo SISbINICMBID na
Intemet {www.Icmbilo.gov. brisistk).
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a contar da data do aniversarko de sua emlssSo.

Dados do titular

Nome: CRISTOVAM GUERREIRD DINIZ CPF. 516.352.742-34

Tiule do Projeto; NEUROECOLOGIA DE AVES MIGRATORIAS MARINHAS: Padrdes Migrattrios Conirastantes, Resposias Adapiaivas e

Mecanismos Neurals Subjacentas.

Nome da Institulg3o : Instituto Faderal g2 Sducagdo Cléncla e Tecnologia do Pard CHNPJ: 09.021.003/0001-85

* ldenitficar o espécime no nivel taxondmico possivel,

Este documento (Autorizaglo para atividades com finaldade gientMca) fol expedido com base na Insirugdo Normativa n®154/2007. Atraves do codigo
de autenticacio abato, qualguer cidadio poderd verificar a autenticldade ou reguiaridade deste documento, por melo da pagina do SisbinCMBio na
Intemet {www.lcmblo.gov.brislsbi).
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ANEXO Il - Publicacéo Internacional

Impact Factor 2923 CiteScore 3.13

i‘ frontiers
in Neuroanatomy

ABOUT ARTICLES N C EDITORIAL BC
. TH H TOPIC
< Articles . : : R A
Anatomical and Functional Heterogeneity of the Basal Ganglia View all Articles >
ORIGINAL RESEARCH ARTICLE The full-text will be published soon. & Notify me 7 2
Front. Neuroanat. | doi: 10.3389/fnana.2019.00082
TOTAL VIEWS
(@ ) 0

Differential change in hippocampal radial
astrocytes and neurogenesis in shorebirds with
contrasting migratory routes

|[## View Article Impact

u Camila M. Lima?, i Patrick D. Pereira?, - Ediely P. Henrique?, ‘ Marcus A. Oliveiral, Dario C. Paulo?,
Lucas S. Siqueira’, Diego d. Miranda®, ~ Mauro A. Melo?, Nara G. Magalhées?, n Cristovam G. Diniz? a
Daniel G. Diniz*, David F. Sherry® and . Cristovam W. Picango Diniz*

1Lal:)r:)r'ator’y of Neurodegeneration and Infection, Institute of Biological Sciences, Federal University of Pard, Brazil

2Laboratory of Molecular Biology and Neurcecology, Federal Institute of Para (IFPA), Brazil Want to win 3100,000

3advanced Facility for Avian Research, Faculty of Social Science, University of Western Ontario, Canada to host your own
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