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RESUMO

Sabe-se que as regides cerebrais envolvidas no controle do canto sdo sexualmente
dimérficas em muitas espécies de passaros adultos de regides temperadas como
nos zebra finches em que os machos cantam e as fémeas nao cantam. Em diversas
especies de passaros canoros dos tropicos, contudo, tanto os machos quanto as
fémeas sado capazes de cantar. Porém, os mecanismos envolvidos na producéo do
canto em fémeas ainda é pouco compreendido. Com o intuito de identificar
diferencas que possam explicar o canto em fémeas, nés estudamos a morfologia do
sistema do canto de passaros machos e fémeas da espécies Uraegynthus
cyanocephalus, espécie esta em que tanto machos quanto fémeas cantam. Como
primeiro passo para a analise e estabelecimento de diferengcas anatémicas quanto
ao sexo, noés quantificamos alteragdes de volume de areas prosencefalicas
relacionadas ao cantos, através de marcacdo com Nissl e de marcagao de
receptores androgenos (RA) por meio de hibridizacdo in situ radioativa. Nos
verificamos que, tanto em machos quanto em fémeas, o volume do centro vocal
superior (HVC) nao sofre alteracdo estatisticamente significativa ao longo do
desenvolvimento. Observamos, ainda, que o volume do HVC em machos é sempre
superior ao das fémeas, inclusive na fase adulta, quando esta diferenga se torna
significativa, existindo portanto, dimorfismo sexual. Contrariamente ao
desenvolvimento do HVC, o nucleo robusto do arcopalio (RA) de machos aumenta
de modo significativo gradualmente com a idade, atingindo o seu pico de
crescimento na fase adulta. O volume do RA aumentou em 2,21 vezes no macho
(0,104 mm?® em 20 dias para 0,236 mm® na idade adulta). Nas fémeas, as alteragdes

volumétricas de RA observadas ao longo do crescimento nao foram significativas.

PALAVRAS-CHAVE: aves canoras, dimorfismo sexual, desenvolvimento, sistema do

canto.

APOIO FINANCEIRO: CAPES, Europeean Comission Marrie Currie Actions.



ABSTRACT

Song control regions in passerine birds are sexually dimorphic in the adult brain of
species like the zebra finches in which males sing whereas females do not. In the
majority of tropical bird species, however, females sing as well. The issue of female
song production began to attract more attention recently, but the neural mechanisms
involved in the female song production are still poorly understood. Here we study for
the first time the ontogeny of the song control system in a species, in which both
male and female sing regularly. In blue-capped cordon blues (Uraeginthus
cyanocephalus), a close relative of the zebra finch, females sing but have shorter
songs with fewer syllables compared to the males. Volumetric changes of forebrain
song control regions (the HVC, the RA and the LMAN) of the blue capped cordon
bleu have been quantified in both sexes at 20, 30, 50 and =100 days posthatching,
by using the Nissl-staining method and in situs hybridization. In both sexes, no
significant differences in the volumetric development of HVC (proper name) were
detected. The Nissl-defined volume of the HVC in males was always superior to the
females values, including the adulthood, when the volume values became significant
bigger in males than in females. In contrast, the volume of the robust nucleus of the
archistriatum (RA) increased with age reaching the highest values in adulthood. The
Nissl-defined RA volume incresed by 2,21 times in males (from 0,104 mm?® at 20 days
to 0,236 mm?® in adulthood). In females, no significant differences in the volumetric

development of RA were detected.

KEY-WORDS: songbirds, sexual dimorphism, ontogeny, song system.

FINANCIAL SUPPORT: CAPES, Europeean Comission Marrie Currie Actions.



Figura 1 —

Figura 2 —

Figura 3 —

Figura 4 —

Figura 5 —

Figura 6 —

Figura 7 —

Figura 8 —

Figura 9 —

Figura 10 —

Figura 11 —

LISTA DE FIGURAS

Arvore filogenética das aves canoras com destaque para os

grupos das aves que possuem canto aprendido

Fases e estagios do desenvolvimento do canto em zebra

finches

Estruturas para coordenacao do canto com a respiragao em

aves
Representacao esquematica do encéfalo de ave seguindo a
nova nomenclatura proposta por Reiner e colaboradores
(2004)

Desenho esquematico do sistema do canto das aves

Foto de um Uraeginthus cyanocephalus

Organograma de distribuicdo dos animais em quatro grupos

distinto de acordo com a fase do desenvolvimento

Esquema de como os cortes seriados eram organizados

Cortes sagitais, corados pelo método de Nissl e em baixa

magnifica¢d, do nucleo robusto do arcoplaio (RA)

Cortes sagitais, corados pelo método de Nissl e em baixa

magnifica¢d, do nucleo robusto do arcoplaio (RA)

Fotomicrografia de um corte sagital, corado pelo método de
Nissl e em grande aumento (40x), da area de transicao entre

0 nucleo robusto do arcopalio (RA)

21

23

24

25

27

30

34

36

47

48

49



Figura 12 —

Figura 13 —

Figura 14 —

Figura 15 —

Figura 16 —

Figura 17 —

Figura 18 —

Figura 19 —

Figura 20 —

Figura 21 —

Representagao diagramatica da alteragao volumétrica do
nucleo robusto do arcopalio (RA)

Auto-radiografia de um corte mais lateral do encéfalo de um
Uraeginthus cyanocephalus macho de 50 dias que foi

submetido a hibridizacao in situ radioativa

Cortes sagitais, corados pelo método de Nissl e em baixa

magnificagao, do nucleo centro vocal superior (HVC)

Cortes sagitais, corados pelo método de Nissl e em baixa

magnificagao, do nucleo centro vocal superior (HVC)

Fotomicrografia de um corte sagital, corado pelo método de

Nissl e em grande aumento (40x), da area de transicao entre

o nucleo centro vocal superior (HVC)

Representagao diagramatica da alteragao volumétrica do

nucleo centro vocal superior (HVC)

Auto-radiografia de um corte do encéfalo de um Uraeginthus

cyanocephalus macho adulto (=100 dias) que foi submetido a

hibridizacao in situ radioativa

Auto-radiografia de um corte do encéfalo de um Uraeginthus
cyanocephalus fémea adulto (=100 dias) que foi submetido a

hibridizacao in situ radioativa

Representacao diagramatica da diferenga volumétrica do

nucleo robusto do arquiestriado (RA)

Representacao diagramatica da diferenga volumétrica do

nucleo centro vocal superior (HVC)

52

53

55

56

57

60

62

65

70

73



Tabela 1 —

Tabela 2 —

Tabela 3 —

Tabela 4 —

Tabela 5 —

Tabela 6 —

Tabela 7 —

Tabela 8 —

LISTA DE TABELAS

Valores individuais do volume, em milimetros cubicos, do nucleo

robusto do arcopalio (RA)

Valores médios e desvio padrao do volume do nucleo robusto do

arcopalio (RA)

Valores individuais do volume, em milimetros cubicos, do nucleo
robusto do arcopalio (RA) de Uraeginthus cyanocephalus machos

e fémeas

Valores individuais do volume, em milimetros cubicos, do nucleo
centro vocal superior (HVC) de Uraeginthus cyanocephalus

machos e fémeas

Valores médios e desvio padrao do volume do nucleo centro
vocal superior (HVC) de Uraeginthus cyanocephalus machos e

fémeas

Comparacao volumétrica do centro vocal superior (HVC) entre

machos e fémeas de blue capped cordon bleus

Valores individuais do volume, em milimetros cubicos, do nucleo
centro vocal superior (HVC) de Uraeginthus cyanocephalus

machos e fémeas

Valores individuais do volume, em milimetros cubicos, do nucleo
magnoelular lateral do neoestriado anterior (LMAN) de

Uraeginthus cyanocephalus machos e fémeas

50

51

54

58

59

61

63

66



Tabela 9 —

Tabela 10 —

Tablea 11 —

Tabela 12 —

Valores individuais do volume, em milimetros cubicos, do nucleo
robusto do arquiestriado (RA) de Uraeginthus cyanocephalus e

Taeniopygia guttata

Valores médios e desvio padrao do volume do nucleo robusto do
arcopalio (RA) de Uraeginthus cyanocephalus e de Taeniopygia

guttata

Valores individuais do volume, em milimetros cubicos, do nucleo
centro vocal superior (HVC) de Uraeginthus cyanocephalus e

Taeniopygia guttata

Valores médios e desvio padrao do volume do nucleo centro
vocal superior (HVC) de Uraeginthus cyanocephalus e de

Taeniopygia guttata

68

69

71

72



HVC

RA

nXllts

LMAN

DLM

ISH

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Nucleo centro vocal superior

Nucleo robusto do arcopalio

Porcéao traquoseringeal do nucleo do hipoglosso

Porcéao lateral do nucleo magnocelular do nidopalio anterior

Porgcao medial do talamo dorsolateral

Hibridizagao in situ



SUMARIO

1 — INTRODUGAO

1.1 - O CANTO

1.2 - ESTRUTURAS NEURAIS ENVOLVIDAS NO CANTO

1.3 — PRESENGA DE DIMORFISMO SEXUAL NAS AREAS NEURAIS QUE
CONTROLAM O CANTO

1.3.1 — Regulacao dos nucleos cerebrais por horménios esterdides

1.4 — A ESPECIE URAEGINTHUS CYANOCEPHALUS NO CONTEXTO
DESTA INVESTIGAGAO

1.5 - OBJETIVOS

1.5.1 - Objetivos Gerais

1.5.2 - Objetivos Especificos

2 - MATERIAIS E METODOS

2.1 — ANIMAIS

2.2 — PROCEDIMENTO CIRURGICO — REMOGCAO DOS CEREBROS

2.3 — SECCOES SAGITAIS

2.4 — COLORAGAO DE NISSL

241 - Protocolo de Coloragao

18

19

25

28

29

30

31

31

31

33

33

34

35

37

37



2.5 — HIBRIDIZACAO IN SITU RADIOATIVA

2.5.1 — Introducao a Técnica

2.5.2 — Protocolo

2.5.2.1 — Marcagao da Sonda de RNA

2.5.2.2 — Preparacao do Mix de Hibridizagao

2.5.2.3 — Hibridizacao

2.5.2.4 — Auto-radiografia

2.6 — ANALISE MORFOLOGICA DOS NUCLEOS CEREBRAIS

2.6.1 — Quantificagdo da Area e Volume dos Nucleos Crebrais nos

Cortes Corados com Nissl

2.6.2 — Quantificagdo da Area e Volume dos Nucleos Cerebrais nos

Cortes Corados Submetidos a Hibridizagao in Situ

2.7 — ANALISE ESTATISTICA

3 - RESULTADOS

3.1 — IDENTIFICAGAO DOS NUCLEOS RELACIONADOS AO CANTO

3.1.1 — Identificagdao do Nucleo Robusto do Arcopalio (RA)

3.1.2 — Identificagdao do Nucleo Centro Vocal Superior (HVC)

38

38

40

40

41

42

43

43

44

45

45

46

46

46

55



3.1.3 — Identificagdao do Nucleo Magnocelular Lateral do Nidopalio
Anterior (LMAN)

3.2 - COMPARAGCAO DO DESENVOLVIMENTO DOS NUCLEOS
TELENCEFALICOS RELACIONADOS AO CANTO ENTRE FEMEAS DE
URAEGINTHUS CYANOCEPHALUS (BLUE CAPPED CORDON BLEU) E
TAENIOPYGIA GUTTATA (ZEBRA FINCH)

3.2.1 — O nucleo robusto do arcopalio (RA) de fémeas de Uraeginthus
cyanocephalus (blue capped cordon bleu) e de Taeniopygia guttata

(zebra finch)

3.2.2 - O nucleo centro vocal superior (HVC) de fémeas de Uraeginthus
cyanocephalus (blue capped cordon bleu) e de Taeniopygia guttata

(zebra finch)

4 — DISCUSSAO

4.1 — OBSERVACOES GERAIS SOBRE A MARCACAO DOS NUCLEOS
CENTRO VOCAL SUPERIOR (HVC), ROBUSTO DO ARQUIESTRIADO
(RA) E MAGNOCELULAR LATERAL DO NEOESTRIADO ANTERIOR
(LMAN) A PARTIR DOS METODOS DE NISSL E HIBRIDIZAGAO IN SITU
RADIOATIVA NO TELENCEFALO DE URAEGINTHUS CYANOCEPHALUS

42 - DIMORFISMO SEXUAL NOS NUCLEOS CENTRO VOCAL
SUPERIOR (HVC) E  ROBUSTO DO ARCOPALIO (RA) DE
URAEGINTHUS CYANOCEPHALUS

4.3 — COMPARAGCAO DO DESENVOLVIMENTO VOLUMETRICO DOS
NUCLEOS CENTRO VOCAL SUPERIOR (HVC), ROBUSTO DO
ARCOPALIO (RA) E MAGNOCELULAR LATERAL DO NEOESTRIADO
ANTERIOR (LMAN) COM O APRENDIZADO E PRODUGAO DO CANTO

5 - CONCLUSAO

64

66

67

70

74

74

78

83



6 — REFERENCIAS

ANEXO |

ANEXO I

85

92

93



18

1 INTRODUGAO

Uma série de experimentos, utilizando técnicas de play-back em
isolamento acustico e sonograma, demonstram evidéncias de aprendizado vocal em
passaros canoros oscines (THORPE, 1958), papagaios e beija-flores (BAPTISTA e
SCHUCHMANN, 1990), em baleias (PAYNE e MCVAY, 1971), golfinhos
(RICHARDS et al., 1984; JANIK, 2000), morcegos (ESSER, 1994) e primatas nao-
humanos (CROCKFORD et al., 2004). De todos os animais analisados, os passaros
canoros receberam maior atencao por parte da comunidade académica em virtude
da sua grande diversidade de espécies. Os passaros oscines possuem mais de
4.000 representantes de espécies diferentes, oferecendo um rico material para
estudos comparativos sobre o aprendizado vocal (WILBRECHT e NOTTEBOHM,
2003; POIRIER et al, 2008).

O aprendizado vocal € uma habilidade sensério-motora, em que animais
jovens necessitam escutar os sons que individuos adultos da mesma espécie
emitem para desenvolver vocalizagdes normais quando atingem a fase adulta, ou
seja necessitam memorizar e imitar um modelo auditivo. Sabe-se que tanto seres
humanos quanto passaros canoros sdo conhecidos como “aprendizes vocais”, uma
vez que tanto em humanos (FROMKIN et al., 1974) como em passaros canoros
(MARLER e TAMURA, 1964) ocorrem vocalizagcbes anormais, se criados em

isolamento.

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

O estudo do canto de passaros pela neurobiologia, como modelo
experimental para o estudo dos mecanismos de produgado da fala humana, € uma
area da neurociéncia em vasto crescimento. Dentre as areas de interesse de estudo,

destaca-se a histologia com a identificacdo dos nucleos cerebrais envolvidos no
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aprendizado e producao do canto. Brenowitz e colaboradores (1997) destacam as
vantagens de se estudar o sistema do canto de passaros como modelo para
identificacdo de mecanismos neurais que fazem parte de comportamentos

biologicamente relevantes:

O canto € um comportamento aprendido que € controlado por circuitos

neurais discretos;

e Ha distintas fases no desenvolvimento do canto, com periodos

sensitivos bem definidos;

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

pré-motores e motores organizados hierarquicamente;

* O comportamento do canto, bem como, os circuitos neurais envolvidos
para sua producdo sao sexualmente dimérficos na maioria das

especies;

* Horménios esterdides tém grande efeito no desenvolvimento e fungao

dos circuitos neurais, bem como no comportamento do canto;

* Ocorre plasticidade do sistema do canto em animais adultos, incluindo

neurogénese e mudangas sazonais de morfologia.

1.1 O CANTO

Para que um individuo, uma espécie ou um ecossistema sobreviva é
essencial que haja comunicacio, sendo esta a base da vida social dos animais. E
através da comunicagcdo que os filhotes conseguem alimento de seus pais, que
macho e fémea interagem para reproducao da espécie e que 0s animais resolvem
suas disputas sem contato direto. Para isto faz-se necessaria além da presenca de

um emissor e de um receptor, a existéncia de um sinal de comunicacdo que pode
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ser de natureza variada, principalmente sonoro, visual ou quimico (DAWKINS,

1989; BRADBURY e VEHRENCAMP, 1998; VIELLIARD, 2005).

O canto das aves é definido como um sinal de comunicagao sonora que
contém a informacgado de reconhecimento especifico (VIELLIARD, 1987). Embora o
reconhecimento especifico seja a fungao primordial do canto, este também pode ser
utilizado em outros contextos comportamentais bem especificos, geralmente
associados a reproducao e a aquisicao e manutencao de territérios (CAREW, 2000;
BEECHER e BRENOWITZ, 2005; CATCHPOLE e SLATER, 2008; CLAYTON et al.,
2009). Do mesmo modo que outras caracteristicas biolégicas, o canto varia entre
individuos de uma populagao e pode ser diferenciado também entre populacdes de

uma mesma espécie que ocupam regides distintas (CAREW, 2000).

O canto determinado geneticamente (inato), faz uso de sinais o mais
simples e estereotipados possiveis. Este tipo de canto é fixo e garante a
especificidade da mensagem e sua transmissdao de uma geragcdo a outra. Em
contrapartida, essa caracteristica inata dificulta o surgimento de variacbes
populacionais e individuais dentro de uma mesma espécie. Estudos demonstram
que a transmissao do sinal sonoro € realizada mesmo na auséncia de um modelo,
como se verifica em experimentos de criacdo de espécies que desenvolvem canto
normal mesmo se mantidas em isolamento acustico. Este € o caso do canto das
aves das familias Columbidae (pombas, rolas e aparentados), Tinamidae (macucos
e inhambus) e talvez da maioria dos passaros nao Passeriformes e dos
Passeriformes Suboscines (SILVA, 1995; VIELLIARD, 1997; VIELLIARD, 2005).

Em diversas aves, somente o canto determinado geneticamente nao é
suficiente para tornar o canto funcional, sendo necessario a complementagcdo do
canto inato com o canto aprendido. Em outras palavras, para que o canto de certas
aves seja funcional, € necessario que o filhote, em sua fase receptiva, escute o
canto especifico correto para que, na fase adulta, possam emitir sons reconheciveis
por seus congéneres. Caso isto ndo ocorra, ele sera eliminado por ser incapaz de
defender um territério ou atrair um parceiro sexual (BAKER e CUNNINGHAM, 1985;
JARVIS et al., 2000).
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O canto aprendido pode atingir uma enorme complexidade, podendo
apresentar possibilidades ilimitadas de variagao pela incorporagao de sons imitativos
(imitagcdo) ou pelo sequenciamento diversificado dos elementos sonoros
(versatilidade) (VIELLIARD, 1997; SILVA, 2001).

Em contraste ao que ocorre nas espeécies de canto inato, o canto
aprendido possibilita o surgimento de variagdes individuais e populacionais,
ocorrendo assim, a formacado de dialetos (cantos com pequenas variagcbes entre
populacao distintas) (SILVA, 1995; NELSON, 2000).

Os estudos sobre canto sao direcionados, preferencialmente, as espécies
que apresentam canto aprendido, principalmente as aves Passeriformes Oscines
(CAREW, 2000; CLAYTON et al., 2009). Veja abaixo o organograma simplificado

das aves canoras (Figura 1).

Todas as demais aves

Psittaciforme

Apodiforme

Trochiliforme

Musophagiforme

Strigiforme

Columbiforme

Gruiforme

Ciconiforme

Passeriforme sub-oscine

Passeriforme oscine

Figura 1. Arvore filogenética das aves canoras com destaque para os grupos das aves que possuem

canto aprendido (em negrito). Figura da prépria autora, 2011.
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Apesar do canto, em muitas espécies, ser uma caracteristica restrita dos
machos (ex. Zebra Finch, Taeniopygia guttata ), ha evidéncias de que as fémeas de
muitas espécies, principalmente nos trépicos, também cantam de forma sincronizada
ou nao com os machos por diversos motivos, tais como defesa territorial e
coordenacao de atividades reprodutivas (SLATER e MANN, 2004; BEECHER e
BRENOWITZ, 2005; RIEBEL et al., 2005; GARAMSZEG et al., 2006).

A ontogénese do canto aprendido € dividida em trés fases e cada fase é
caracterizada pela taxa de informagdes sonoras adquiridas que sao adicionadas ao

repertorio vocal do animal.

Na fase inicial, fase sensorial, 0 passaro jovem deve ouvir, normalmente,
o canto de outros machos da mesma espécie, para que este canto seja memorizado,
contudo nao ocorre pratica vocal durante este periodo. A segunda fase é a sensoério-
motora e € caracterizada pela tentativa de conversdo da memoria sensorial em
padrao motor, isto €, 0 passaro jovem passa a praticar o canto e tenta ajustar o que
vocaliza com o canto que fora memorizado na fase anterior (feedback auditivo).
Finalmente, a terceira fase denomina-se cristalizada e corresponde a transicao da
fase sensoériomotora para o canto cristalizado (versdo estereotipada do modelo
sensorial ao qual foi exposto na primeira fase), que qualquer membro da espécie
reconheceria como o seu préprio canto (KONISHI, 1985; BRENOWITZ et al., 1997;
CAREW, 2000).

Pesquisas confirmam que, apesar de haver diferengas consideraveis
entre as espécies, no que diz respeito a duracdo de cada fase, existem
caracteristicas gerais de aprendizagem vocal que sao comuns na maioria dos
passaros canoros (KONISHI, 1985; CAREW, 2000) (Figura 2).
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Figura 2. Fases e estagios do desenvolvimento do canto. (A) Pardais, tipicamente, apresentam duas
fases bem definidas, sensorial e sensdrio-motora, que levam a cristalizagdo do canto; para esses
passaros o periodo critico determina o fim da fase sensorial. (B) Em zebra finches; as fases sensorial
e sensorio-motora se sobrepdem até o periodo critico (60 dias), quando o canto comega a se
cristalizar. (C) Em passaros que sado capazes de aprender durante toda a vida, como os canarios, ha

uma sobreposicao significativa das fases sensorial e sensdério-motora; o canto se cristaliza durante a

Outra caracteristica interessante relacionada ao canto refere-se ao fato de

entender como as aves usam o ar para a respiracao e para a vocalizagcdo. O ato de

cantar deve ser precisamente coordenado com a respiracdo. Essa coordenacao é
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promovida por centros superiores e € essencial, pois a produ¢gao sonora sé ocorre
durante a expiracao (CAREW, 2000).

O drgao vocal das aves € a siringe (analogo a laringe humana). A sua
localizagdo anatbmica varia entre os diferentes grupos de aves, podendo estar
localizada na traquéia ou em um dos bronquios primarios. O tipo mais comum de
siringe situa-se na juncao da traquéia com os brénquios primarios e é formada por
duas metades simétricas (Figura 3). Ela também esta presente em muitos passaros
nao-canoros, contudo é mais bem desenvolvida nos aves canoras oscines
(RODERICK e ZOLLINGER, 2008). A estrutura interna da siringe responsavel pela
producdo do som €& a membrana timpaniforme interna. Diferentemente dos
humanos, o ar utilizado na produgédo do canto, nas aves, ndo provem dos pulmdes
e sim, dos sacos aéreos, 0s quais expelem o ar no interior dos brénquios ao serem
comprimidos por musculos. Este ar, por sua vez, faz a membrana timpaniforme
vibrar, gerando o som (CATCHPOLE e SLATER, 2008).

A B
- Traquéia Membr_ana
lae D , e timpaniforme
gl A0, - Saco cervical Musculos
R ) siringeais
23001 40 I _ Pulmdes
interclavicular! 'f\a -
Saco tl:lfél::if::l:l \ " o 0\ N Saco Slrlnge
anterior «-— 7

, v abdominal

Saco tl:lféciil:: Q . h \-».‘_
wsteno ~ .
il ‘ Bronquio®,
\ _

Figura 3. Estruturas para coordenagao do canto com a respiracdo em aves. (A) o ar utilizado para
producao do canto é originado do sistema de sacos aéreos. (B) O érgéo vocal das aves, siringe,
apresenta duas metades simétricas. As estruturas que, de fato, produzem o som sdo as membranas

timpaniformes. Figura da prérpia autora, 2011.
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1.2 ESTRUTURAS NEURAIS ENVOLVIDAS NO CANTO

De acordo com Reiner e colaboradores (2004) e Shimizu (2009), todos os
vertebrados possuem a mesma organizagao telencefalica, que consiste de um palio

e glanglios da base. A Figura 4 demonstra a divisao do encéfalo das aves.

Hiperpalio
n: Mesopalio
Ventriculo
lateral . .
Nidopalio
Arcopalio

Cerebelo Palido Estriado

Talamo

Mesencéfalo

Rombencéfalo

| Palio

D Estriado

| Palido
Figura 4. Representagdo esquematica do encéfalo de ave seguindo a nova nomenclatura proposta por
Reiner e colaboradores (2004). Nas aves, o ventriculo lateral esta localizado na porgao dorsal do palio,

enquanto que nos mamiferos, grande parte desse ventriculo esta situado préximo a borda que divide o palio

do subpalio. Figura da prépria autora, 2011.

O sistema do canto consiste em um conjunto de estruturas neurais
interconectadas e que estdo envolvidas na produgao e aprendizagem do canto. Até onde
se sabe, essas estruturas sdo encontradas apenas em passaros que aprendem a cantar e
que necessitam do feedback auditivo para a correta produgao do canto (CAREW, 2000;
NOTTEBOHM, 2005).

De modo simplificado, o sistema do canto € composto por dois circuitos

distintos: via pré-motora e motora e via prosencefalica anterior (FIGURA 5) (KONISHI,
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1985; BRENOWITZ et al., 1997, CAREW, 2000; NOTTEBOHM, 2005; CLAYTON et al.,
2009; WANG et al., 2009).

A via pré-motora e motora € responsavel pela produgcdo do canto e €&
formada por trés nucleos cerebrais maiores com representagdes bilaterais: nucleo centro
vocal superior (HVC), nucleo robusto do arcopalio (RA) e a porgao traqueosiringeal do
nucleo do hipoglosso (nXllts), os nucleos motores deste ultimo inervam a musculatura da
siringe (FIGURA 5).

A via prosencefalica anterior esta relacionada com a aprendizagem do
canto e também é composta por trés nucleos (bilaterais): area X; a porcado medial do
talamo dorsolateral (DLM) e a porcéo lateral do nucleo magnocelular do nidopalio anterior
(LMAN) (Figura 5).

Ha ainda um terceiro circuito (n&o ilustrado), a via auditiva, responsavel
pelo processamento auditivo, importante para o reconhecimento do canto (PRATHER e
MOONEY, 2004).

Nesta pesquisa sera dada énfase aos dois primeiros circuitos, pois seus

nucleos sao objetos de estudo deste trabalho.
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Figura 5: Desenho esquematico do sistema do canto das aves. Via de produgdo do canto (setas em

vermelho) e via de aprendizagem vocal (setas em azul). Figura adaptada de Clayton et al, 2009.

A conclusdo de que a via motora controla a producdo do canto €&
apoiada pelo estudo de Nottebohm et al (1976), onde foram feitas lesdes nos trés
nucleos participantes deste circuito (HVC, RA e nXllts) e foi observado que essas
lesbes causavam deterioracdo do canto em passaros adultos, ao passo que
experimento controle onde lesbes foram feitas em qualquer outro nudcleo nao

alteravam o canto.

Como demonstrado na FIGURA 5, o HVC se projeta para o RA, o qual
envia proje¢cdes para o nXllts, que, por sua vez, manda seus axOnios para 0s
musculos da siringe. A atividade neuronal do HVC e do RA sao sincronizadas com a
producdo do som pela siringe (VICARIO, 1991; MARGOLIASH, 1997). O RA
também envia conexdes para o nucleo retroambigualis (RAm), na medula,
responsavel pela respiragdo, havendo assim, o perfeito sincronismo entre
vocalizacao e respiracao (BRENOWITZ et al., 1997).
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A via prosencefalica anterior, como mencionado acima, desempenha
um papel fundamental na aprendizagem sensorial e no feedback auditivo. A area X
recebe conexdes do HVC e se projeta para o DLM, que por sua vez, se projeta para
o LMAN, o qual envia conexdes ao RA (KONISHI, 1985; BRENOWITZ et al, 1997,
CAREW, 2000; NOTTEBOHM, 2005; CLAYTON et al, 2009; WANG et al, 2009).

Um dos trabalhos pioneiros a respeito da fungao da via prosencefalica
anterior foi o desenvolvido por Sara Bottjer e colaboradores (1985), que descobriram
que lesdes no LMAN em zebra finches jovens alteravam, significativamente, o canto
destes animais na fase adulta e que o tamanho deste nucleo era maior quando os
animais estavam aprendendo a cantar, se comparado ao periodo em que o canto
destes animais comecava a se cristalizar; porém, se as mesmas lesdes eram feitas
no animal adulto, o seu canto ndo alterava de modo significante. Através destes
resultados, pode-se concluir que o LMAN é essencial para o aprendizado do canto,
mas nao para sua manutengdo. Estudos subsequentes, mostraram que lesdes na

area X e DLM, também causavam o mesmo efeito (CAREW, 2000).

Estudos posteriores desenvolvidos por Constance Scharff e Fernando
Nottebohm (1991) também mostraram que o LMAN, assim como a area X, sao
responsaveis por transmitir o feedback auditivo necessario para o aprendizado e que
o LMAN é quem mantém a plasticidade no RA. Burt e colaboradores (2000),
provaram que a via prosencefalica anterior contribui para a percepg¢ao dos estimulos
acusticos especificos e heteroespecificos, visto que, quando lesionavam o LMAN, os

animais nao eram capazes de discriminar nenhum dos estimulos sonoros testados.

1.3 PRESENGCA DE DIMORFISMO SEXUAL NAS AREAS NEURAIS QUE
CONTROLAM O CANTO

Uma das espécies de aves canoras mais estudada e mais bem
descrita na literatura € o Taeniopygia guttata (zebra finch). Este passaro é nativo de

regides de clima temperado e somente os machos cantam. A esta diferenca de



29

comportamento, quanto ao sexo, da-se o nome de dimorfismo sexual (WILLIAMS,
1985; CAREW, 2000).

Este dimorfismo, também, pode ser identificado nas estruturas neurais
que controlam canto. Varios estudos foram desenvolvidos em zebra finches e foi
observado que varios nucleos do sistema do canto, como HVC, RA, nXllts, e LMAN
sdo maiores, em volume, em machos do que em fémeas. A maior diferenca se da no
HVC, o qual &, aproximadamente, seis vezes maior em machos do que em fémeas.
Todos estes nucleos ja podem ser identificados por microscopia 6ptica durante o
desenvolvimento, aos 10 dias de idade. Em machos, o HVC, o RA e a area X
comegam a crescer durante a primeira semana poés-eclosao, enquanto que o LMAN
decresce por volta dos 20 dias em machos e 30 dias nas fémeas (NOTTEBOHM e
ARNOLD, 1976; KONISHI e AKUTAGAWA, 1985; BOTTJER et al., 1985;
NORDEEN e NORDEEN, 1988; NIXDORF-BERGWEILER, 1996).

1.3.1 Regulagao dos nucleos cerebrais por hormoénios esterdides

Os nucleos cerebrais relacionados ao canto possuem receptores que
se ligam a hormdénios esterdides ou a seus metabdlitos. Esta agdo hormonal nao
apenas regula a sazonalidade do canto, mas também parece contribuir com o

processo de aprendizagem vocal (CAREW, 2000).

Os receptores de horménios esteréides do cérebro de aves sado os
seguintes: receptores androgenos, receptores estrogenos e receptores de
progesterona. Os receptores andrégenos (AR) estdo presentes nas seguintes areas
de controle do canto: HVC, RA, LMAN e nXllts. Os passaros canoros contém
receptores estrogenos (ER) no HVC e RA. Quanto aos receptores de progesterona
(PR), estes ndo sao expressos nas areas telencefalicas responsaveis pelo controle
do canto. A expressédo desses receptores € semelhante em ambos os sexos, com
excecao das espécies cujas fémeas nao cantam, pois estas apresentam pouca ou
nenhuma expressdo de receptores hormonais (GAHR, 2001; METZDORF et al,
1999).
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Um estudo de Gurney e Konishi (1980) demonstrou que uma fémea de
zebra finch, que normalmente ndo canta, ao ser tratada com testosterona, passou
cantar e seus nucleos se tornaram maiores se comparados com os das fémeas nao

tratadas, provando que ha mecanismos hormonais envolvidos na produgdo do canto.

14 A ESPECIE URAEGINTHUS CYANOCEPHALUS NO CONTEXTO DESTA
INVESTIGACAO

A espécie Uraeginthus cyanocephalus (ordem Passeriformes, subordem
Oscines, familia Estrildidae), popularmente conhecido como Blue-capped Cordon
Bleu (Figura 6), € uma espécie nativa das regides aridas e semi-aridas do leste da
Africa. Sao pequenos, sexualmente dimérficos e socialmente monogamicos. Sao,
ainda, reprodutores oportunistas e apenas defendem a area ao redor do ninho, mas
nao territérios (GOODWIN, 1982).

Figura 6. Foto de um Uraeginthus cyanocephalus. Figura extraida de http://www.2littlefinch.com.
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Pertencem a mesma familia do zebra finch (familia Estrildidae), mas
diferentemente do que ocorre nesta espécie, as fémeas do Blue-capped Cordon
Bleu cantam regularmente (IMMELMANN, 1968). Como outros estrildideos, cordon
bleus produzem o canto em dois contextos sociais diferentes: durante e como parte
da corte e fora do contexto de acasalamento, particularmente quando o par nao esta

visivel.

Até o momento, ndo foi desenvolvido nenhum estudo morfolégico do
sistema do canto desses animais, dai a importancia que esta pesquisa tera para
fornecer a base metodoldgica para estudos neuroanatdmicos posteriores de aves
tropicais, inclusive aquelas existentes na Regido Amazbnica. Além disso, o
conhecimento morfolégico de estrutura neurais relacionadas ao canto podera nos
fornecer um importante subsidio funcional para entender o porqué das fémeas de

muitas espécies de regides tropicais cantarem.

1.5 OBJETIVOS

1.5.1 Objetivos Gerais

Estudar a organizacao morfolégica do sistema do canto de passaros
machos e fémeas da espécie Uraeginthus cyanocephalus em animais adultos e em

diferentes fases do desenvolvimento pés-eclosao.

1.5.2. Objetivos Especificos

* Delinear os nucleos prosencefalicos relacionados a produgado (HVC,
RA) e aprendizado (LMAN) do canto através de cortes histoldgicos

corados pelo método de Nissl;
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Delinear os nucleos prosencefalicos relacionados a produgao (HVC,
RA) e aprendizado (LMAN) do canto através de cortes histoldgicos
submetidos a hibridizacdo in situ radioativa para marcacdo de

receptores andrégenos (AR);

Mensurar area e calcular volume dos nucleos HVC, RA e LMAN, em

machos e fémeas da espécie estudada no animal adulto;

Mensurar o taxa de crescimento das area e volume dos nucleos HVC,
RA e LMAN, em machos e fémeas em diferentes fases do

desenvolvimento pds-embrionario, pelos dois métodos citados acima;

Verificar se ha diferengca nas medidas de area e volume dos nucleos
cerebrais estudados quanto a utilizagcdo do método de Nissl e da

hibridizagao in situ;

Averiguar a existéncia de dimorfismo sexual no cérebro da espécie
estudada e em que fase do desenvolvimento pds-embrionario este

dimorfismo comeca a ocorrer;

Comparar o desenvolvimento do sistema do canto, do ponto de vista
morfoldgico, das fémeas da espécie Uraeginthus cyanocephalus com

as fémeas de zebra finch (Taeniopygia guttata).
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 ANIMAIS

Utilizamos um total de 29 passaros da espécie Uraeginthus
cyanocephalus, sendo dezessete machos (N=17) e doze fémeas (N=12), para o
mapeamento dos nucleos cerebrais, relacionados a produgao do canto utilizando o

meétodo de Nissl e hibridizagao in situ para receptores androgenos.

Todos os animais foram obtidos de fornecedores e permaneceram em
gaiolas viveiro no aviario do Instituto Max-Planck de Ornitologia em Seewiesen,
Alemanha. Ao longo do estudo, os animais foram alojados em pares e receberam
agua e comida ad libitum. As gaiolas, onde as aves foram mantidas obedeciam um
padrao geral: metalicas, 70 cm de largura, 50 cm de comprimento e 50 cm de
profundidade e eram equipadas com trés poleiros de madeira. Os animais foram
mantidos a 22 graus Celsius e com 50% de umidade relativa do ar, em um ciclo
claro/escuro de 14/10 (claro de 07:00-21:00, horario central europeu). Todos os
procedimentos experimentais foram realizados em concordancia com as normas
nacionais alemas e aprovados pelo Governo da Alta Bavaria, bem como pelo Comité

de protecdo e cuidado aos animais do Instituto Max-Planck, Alemanha.

Para o estudo morfolégico do cérebro em distintas fases do
desenvolvimento, os passaros foram distribuidos nos seguintes grupos de acordo

com a idade, apods a eclosao, conforme demonstrado no diagrama da Figura 7.
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Figura 7. Organograma de distribuicdo dos animais em quatro grupos distintos de acordo com a fase

do desenvolvimento. Figura da prépria autora, 2011.

2.2 PROCEDIMENTO CIRURGICO — REMOGAO DOS CEREBROS

A medida que os animais atingiram as idades determinadas para o

estudo de desenvolvimento das areas neuroanatdmica relacionadas ao canto, os

mesmos foram submetidos ao procedimento experimental.

Iniciamos o procedimento experimental através da captura do animal e

sua imediata extracdo dos cérebros. Nesta fase, utilizamos luvas decapitamos a ave

e abrimos a caixa craniana com auxilio de tesoura de ponta romba, através de um

corte transversal na regido entre o osso occipital e a coluna vertebral. Isolada a

cabeca, o cérebro era exposto, rebatendo-se a pele do pescogo do animal.
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Em seguida, com a ajuda de uma microtesoura, realizamos um corte no
sentido fronto-caudal ao nivel da linha média do cérebro, bem como, cortes ao redor

do cérebro, a fim de remover a calota craniana superior.

Quando o encéfalo era exposto, de modo a nado haver impedimento
durante sua retirada, inseriamos uma pinga, na regiao posterior, até a base do
cranio e, com movimentos de baixo para cima e em diregcdo a porgao anterior, 0
cérebro era descolado da caixa craniana, rompendo nervos. Apds a remogao do
cérebro, este era acondicionado em laminado de aluminio e devidamente
identificado conforme protocolo padrao e finalmente era imediatamente congelado
em gelo seco e armazenado em freezer com temperatura mantida constante a -80°C

até o momento do uso.

Com o intuito de evitar, ao maximo, a alteracdo da estrutura morfolégica
do tecido, o procedimento de extracdo do cérebro era feito o mais rapido possivel e

durava em média 90 segundos.

2.3 SECGOES SAGITAIS

Os cérebros selecionados foram retirados do freezer e colocados no
interior do criostato (JUNG CM 3000 LEICA) a temperatura de -15°C e ali

permaneciam durante 30 minutos para descongelamento gradual.

Decorrido os 30 minutos, o hemisfério esquerdo do cérebro era
embebido em um meio de inclusdo (Tissue-Tek® O.C.T., Sakura Finetek, EUA),
montado e congelado no proprio criostato. Em seguida, a temperatura do criostato

era ajustada em -19°C e eram feitos cortes seriados do hemisfério direito a 20um.

Os cortes obedeceram sempre um procedimento padrao de orientacao e
eram sempre feitos de lateral para medial e terminavam ao nivel da linha média. O
hemisfério esquerdo era, novamente, armazenado em freezer para posterior uso,

caso fosse necessario.
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As seccgdes eram coletadas em diferentes laminas Superfrost Plus (Fisher
Biotech, Orangeburg, NY), de modo a obter séries de secgdes adjacentes em cinco
ldaminas conforme o esquema demonstrado na Figura 8. A primeira lamina de cada
série era utilizada para coloragdo de Nissl com tionina 0,1%, ao passo que a
segunda era destinada a deteccdo de receptores androgenos por meio da
hibridizagdo in situ. Ja as demais laminas foram congeladas e armazenadas em
freezer a -80°C para realizacdo de outros procedimentos experimentais nao

incluidos nesta pesquisa.

Em média, obtinha-se quatro séries de cinco laminas cada, totalizando 20

laminas por hemisfério cerebral.

I I
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Figura 8. Esquema de como os cortes seriados eram organizados. Cada série era composta de cinco
laminas e em cada lamina coletava-se dez secgdes, totalizando 50 secgbes por série. A primeira
lamina de cada série era destinada a coloragao de Nissl; a segunda a detecgdo de receptores
androgenos (AR) por meio de hibridizagao in Situ; e as demais foram armazenadas para posterior uso

com outros tipos de marcagdes nao inclusas nesta pesquisa. Figura da prépria autora, 2011.
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2.4 COLORAGAO DE NISSL

2.4.1 Protocolo de Coloragao

Conforme explicado no item anterior, somente as primeiras laminas de

cada série eram mantidas em temperatura ambiente para a secagem das mesmas.

Em menos de cinco horas apds a secagem, iniciava-se 0 processo de

coloragao, que envolve quatro etapas:
1. Etapa de hidratacgao:
a. Imersao das laminas durante sessenta segundos em cada uma
das solugbes ordenadas como se segue: etanol 100%, etanol
90%, etanol 70%, etanol 20%, agua destilada;

2. Etapa de coloragéo:

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

anexo |) por oito segundos;
b. Imersdo em agua destilada, durante quarenta e cinco segundos,
para remogao do excesso de corante.
3. Etapa de desidratacéo:
a. As secgbes foram imersas, durante quarenta e cinco segundos,

em etanol 20% e, subsequentemente, em solugdes etanol 70%,

etanol 90%, etanol 100% durante cinquenta segundos;
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b. As secgdes foram finalmente imersas em xilol 100% durante
quarenta segundos, antes de serem montadas entre laminula

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

Terminado o processo de coloragado, as laminas permaneciam em capela

para secagem para posterior armazenamento e analise.

2.5 HIBRIDIZAGAO IN SITU RADIOATIVA

2.5.1 Introducgao a Técnica

Esta técnica foi descrita pela primeira vez em 1969 e tem sido utilizada
para identificar, com precisao, acidos nucléicos ou seus transcritos em amostras de
material humano ou de animais (SILVA-VELENZUELA et al., 2006).

O fundamento da hibridizacdo in situ (ISH) é que acidos nucléicos, se
preservados adequadamente, podem ser detectados através do pareamento de
nucleotideos contidos em fitas complementares de acido desoxirribonucléico (DNA)
ou de acido ribonucléico (RNA) através de ligagdes de hidrogénio numa lamina de
vidro (MOENCH, 1987; WILSON E HIGGINS, 1990).

Portanto, torna-se possivel parear DNA-DNA, DNA-RNA e RNA-RNA.
Nesta pesquisa, sera realizado o pareamento RNA-RNA, visto que esta ligacao
apresenta alta estabilidade térmica, o que aumenta a especificidade, ou seja,

aumenta a possibilidade se identificar apenas o RNA-alvo.

A identificacdo do RNA ou dos seus transcritos € feita por meio de
sondas, onde € inserida a sequéncia de nucleotideos de um RNA conhecido, o qual
ira se ligar ao RNA-alvo. As sondas de RNA utilizadas na reagao de ISH devem ser

inicialmente marcadas com radioisétopos (ISH radioativa) como °H, *°*S, *?P; ou com
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materiais nao-radioativos (ISH n&o-radioativa) como biotina, digoxigenina ou
fosfatase alcalina (MOENCH, 1987; WILSON E HIGGINS, 1990; SILVA-
VELENZUELA et al, 2006).

Para a realizagao deste estudo utilizamos sondas de RNA marcadas com
%3. Esta escolha foi baseada no fato de sondas radioativas poderem detectar niveis
bem baixos de transcritos quando comparado as sondas n&o radioativas
(BRAISSANT e WAHLI, 1998).

As sondas de RNA ou ribossondas podem ser preparadas a partir de
reagcao de transcricao in vitro, utilizando sequéncias de DNA como molde, as quais
foram subclonadas em um vetor préprio para transcricdo. Vetores sao definidos
como fragmentos de DNA que se replicam em células vivas e sao construidos para
carregar um fragmento exdégeno de DNA (WILSON E HIGGINS, 1990).

Nesse trabalho, foram usadas ribossondas previamente preparadas no
laboratério de biologia molecular do Instituto Max-Planck de Ornitologia em

Seewiesen, Alemanha (comunicacao pessoal Frankl, C. frankl@orn.mpg.de).

O sucesso dessa reacdao depende do estabelecimento de critérios
rigorosos relacionados a preservagao do tecido, preparagdo de sonda e reagentes e
otimizagdo das condi¢cdes da reacdo. Ao se trabalhar com RNA, esses critérios
devem ser ainda mais rigorosos, pois 0 RNA é facilmente degradado pela agao das
ribonucleases, enzimas que sdo termoestaveis e resistentes a quase todos os tipos
de superficies. Para minimizar este problema, € essencial a utilizagao de luvas e o
uso de produtos especificos como RNase Away (Ambiom, Austin, Texas) para
diminuir a acao das ribonucleases, evitando qualquer risco de contaminagédo do
material ou da reagao pelo pesquisador (SILVA-VELENZUELA et al., 2006).
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2.5.2 Protocolo

2.5.2.1 Marcacgao da Sonda de RNA

Primeiramente, colocdvamos o marcador radioativo (*°S) e as solugdes
em temperatura ambiente e o descongelamento dos mesmos era efetuado em
banho maria a 37°C. Entdo, acrescentava-se, a um eppendorf estéril, os seguintes
componentes: 3,5 ul de DNA, 4,0 ul de TSC 5x, 2,0 pl de DTT 0,1 M, 4,0 ul de ATP
2,5 mM, 4,0 yl de GTP, 4,0 yl de UTP, 2,5 pl de rCTP 0,1 mM, 0,5 ul de RNasin, 0,5
ul de polymerase, 3,0 pl **S-CTP.

O tipo de polimerase adicionada dependia da enzima de restricao
utilizada para confeccionar a sonda de RNA. Caso tenha sido utilizada EcoRI ou
Xhol, adicionava-se a polimerase SP6. No entanto, se tiver sido usada a Hindll ou

Nsil, a polimerase inserida eraa T7.

Assim que todos os componentes eram adicionados ao eppendorf, este
era rapidamente centrifugado (10 segundos) e aquecido, durante 90 minutos, em

banho maria de 37°C.

Passados os 90 minutos, retirava-se o eppendorf do banho maria e
adicionava-se 1,0 pyl de DNase | a mistura, que era mais uma vez centrifugada (10

segundos) e deixada em banho maria (37°C) por mais 15 minutos.

Decorridos os 15 minutos, adicionavamos a solugao 1,0 ul de t-RNA-
yeast, 7,5 pl de acetato de amébnia 10M e 70,0 ul de etanol absoluto. Entdo, o

eppendorf era armazenado a -20°C durante 30 minutos.

Apds este passo, a mistura era centrifugada durante 15 minutos a
velocidade de 13000 rpm. Feito isto, o precipitado era separado do liquido e
descartava-se este ultimo. Entdo, era adicionado 900 pl de etanol 70% ao

eppendorf, que era centrifugado por 5 minutos com a mesma velocidade (13000
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rom). E mais uma vez, separava-se o precipitado do liquido. Entdo, a tampa do
eppendorf era deixada aberta para que o precipitado pudesse secar. Este processo

tinha duracédo de 30 minutos.

Depois de seco, adicionava-se ao precipitado 20 uyl de DTT 0,1M. A
mistura era centrifugada por 10 segundos e a sonda de RNA marcada

radioativamente era guardada em freezer a temperatura de -20°C.

Toda vez em que a sonda de RNA era utilizada, necessitava-se medir o
grau de radioatividade da mistura. Para tal, adicionava-se 10ml de liquido de
Szintilation ao frasco de Szintilation. O eppendorf com a sonda era trazido para
temperatura ambiente e centrifugado durante 10 segundos. Posteriormente,
adicionava-se 10ul de sonda de RNA ao frasco de cintilagdo. Este frasco era levado
ao Vortex para centrifugagcao e com o medidor de radioatividade mediu-se o grau de
radioatividade do frasco. A mistura devia ter entre 1 e 3 Mio. cpm para que a sonda

de RNA estivesse adequada para uso.

2.5.2.2 Preparacao do Mix de Hibridizagao

Para o preparo deste mix, misturava-se 500 pl de tampao de hibridizagao
2x, 500 ul de formamida (Sigma F-7503), 10 pyl de SDS 10%, 10 ul de sulfato de
sodio, 25 ul de DTT 4M, montante de sonda marcada radioativamente necessario
para o total de laminas que seriam submetidas a hibridizacdo. Centrifugava-se a
mistura por 10 segundos e a mesma era armazenada em freezer a temperatura de -
20°C.
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2.5.2.3 Hibridizag&o

O processo de hibridizagao tinha duracao de dois dias. No primeiro dia, as
seccodes destinadas a hibridizacdo eram retiradas do freezer e levadas a uma

camara de U.V. para secagem.

Depois de secas, as laminas passavam por banhos consecutivos de:
FPBS 4% (5 minutos), PBS 1x (lavagem), solugao TEA (lavagem), solugao TEA com
620 pl de anidrido acético (Merck 822278) (10 minutos), SSC 2x (lavagem), etanol
70% (1 minuto), etanol 90% (2 minutos), etanol 100% (1 minuto), cloroférmio 100%

(5 minutos), etanol 100% (1 minuto), etanol 95% (1 minuto).

Feito isto, as laminas eram dispostas em uma bandeja para secagem
durante 30 minutos. Enquanto as laminas secavam, o frasco com o mix de
hibridizagao era retirado do freezer e aquecido em agua fervente por 10 minutos
para a desnaturagédo do mesmo. Apoés, colocava-se 50 yl do mix de hibridizagdo em
cada uma das laminas e as cobria com laminulas. Terminado este processo, as

ldaminas eram incubadas overnight a temperatura de 55°C.

No segundo dia, removiamos as laminas da estufa de hibridizacao, e as
mesmas passavam por banhos consecutivos de: SSC 2x (10 minutos, para
remocao das laminulas), solugdo RNase (30 minutos), solugdo RNase (30 minutos),
SSC 2x (30 minutos a 50°C), SSC 0,2x (30 minutos a 55°C mais 30 minutos a 60°C),
etanol 50% (1 minuto), etanol 70% (1 minuto), etanol 90% (1 minuto), etanol 100% (1

minuto).

As laminas eram, entdo, dispostas em uma bandeja para secagem até o

processo de auto-radiografia.
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2.5.2.4 Auto-radiografia

Depois de secas, as laminas foram arrumadas em estojos de auto-
radiografia, onde sao postos filmes (Kodak BioMax MR). Os estojos foram
cuidadosamente fechados e embrulhados em laminado de aluminio e, entao,

deixados por quatro semanas numa camara escura.

Para a revelacdo dos filmes, estes foram retirados dos estojos e
incubados por 3 minutos em revelador, lavados por 20 segundos em agua,
incubados por 3 minutos em fixador e novamente lavados em agua por 20

segundos. Depois foram pendurados para secagem.

2.6 ANALISE MORFOLOGICA DOS NUCLEOS CEREBRAIS

Escolhemos dois nucleos para analise morfoldgica detalhada: nucleo

centro vocal superior (HVC), nucleo robusto do arcopalio (RA).

2.6.1 Quantificagdo da Area e Volume dos Nucleos Cerebrais nos Cortes

Corados com Nissl

Os cortes sagitais de cortex corados com Nissl| foram analisados por meio
de microscopia Optica convencional com o auxilio de um microscépio binocular
(LEICA DM6000; OLYMPUS BX-41; Leitz Ortoplan) acoplados a uma camera de
video e ou camera fotografica digital EVOLT 330 (OLYMPUS).

A medida que os nucleos HVC e RA foram localizados, utilizando-se
objetiva de 10x, estes eram fotografados e os arquivos resultantes, devidamente,

identificados para posterior analise.
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A mensuracao da area foi feita com o auxilio de programa de analise de
imagens como o Image J elou o Spot Advanced (NHI, National Health Institute,
USA). Estes programas, através do uso de ferramentas de mensuracao calculam a
area dos nucleos cerebrais, no momento em que estes sao delimitados com o
auxilio de uma ferramenta chamada “built-in”. Uma vez que possuiamos estruturas
tridimensionais para serem mensuradas, foi essencial obtermos medidas das areas
de cada nucleo desde a secgao em que o HVC e/ou RA comegam a aparecer até a

ultima secgao em que eles deixam de aparecer.

Para o calculo da area total bastou realizar uma somatédria de todas as

medidas de area obtidas.

O volume nuclear total foi, posteriormente, definido como a area total

multiplicada pela espessura do corte e pelo intervalo entre cortes obtidos:

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

amostras

Vale ressaltar que a espessura utilizada em todos os cortes foi de 20 pym
e que o intervalo entre uma seccao de Nissl e a proxima é de 10 amostras (Ver

Figura 02). Sendo assim, o calculo foi feito como é demonstrado no exemplo abaixo:

Ex.: VOLUME TOTAL = area total do ntcleo (um? x 20 pm x 10

2.6.2 Quantificagdo de Area e Volume dos Nucleos Cerebrais nos Cortes

Submetidos a Hibridizagao In Situ

Apods a revelacao dos filmes auto-radiograficos, estes foram digitalizados
com o auxilio de um Scanner HP (Hewlett-Packard), de modo a obter imagens de

cada lamina separadamente.
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A mensuracao da area foi feita com o auxilio do programa de analise de
imagem Image J (NHI, National Health Institute, USA). Através do uso das
ferramentas “built-in” e de mensuracdo, obteve-se a area de todos os nucleos

reagiram positivamente aos receptores androgenos.

Os calculos de area total e volume dos nucleos HVC e RA foram
realizados conforme foi descrito anteriormente no procedimento de Nissl (ver item
2.6.1).

2.7 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados obtidos foram digitados e tabulados em banco de dados
e andlise estatistica. O banco de dados foi construido no Microsoft EXCEL 2008 for
MAC. Para a analise morfolégica, quando pertinente, realizou-se analise estatistica
descritiva, sendo informados os valores percentuais dos resultados obtidos, bem
como, a obtencdo de medidas de tendéncia central e dispersédo. Para a analise de
significAncia estatistica, utilizamos o programa Graphpad Prisma 5.0 para MAC.
Para detectar qualquer diferenca durante o desenvolvimento utilizamos a analise de
variancia (teste ANOVA), utilizando nivel de significancia de 95% (p< 0,05). Para
identificar qualquer diferenca, relacionada ao sexo (dimorfismo sexual), nas area
cerebrais estudadas foi aplicado o teste T de Student nao pareado, utilizando nivel
de significancia de 95% (p< 0,05).
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3 RESULTADOS

Os nossos resultados foram obtidos de 22 experimentos divididos nas
duas técnicas estudadas. O material analisado apresentava boa preservagao
tecidual e os nucleos puderam ser facilmente identificados a partir da descrigao
anatbmica e/ou mapas estereotaxicos  feitos em zebra finch (NIXDORF-
BERGWEILLER e BISCHOF, 2007). Nos animais mais jovens, onde os nucleos
ainda nao estdo completamente formados, utilizamos padrdes descritos na literatura

para a identificacdo de cada um dos nucleos.

3.1 IDENTIFICAGAO DOS NUCLEOS RELACIONADOS AO CANTO

No material submetido a coloracdo de Nissl, os nucleos robusto do
arcopalio (RA) e centro vocal superior (HVC) foram claramente delineados tanto em
machos quanto em fémeas, distinguindo-se a area dos nucleos relacionados ao
canto do tecido circunjacente; todavia, ndo foi possivel definir com precisdo os
limites do nucleo magnocelular lateral do nidopalio anterior (LMAN), ou muitas

vezes, este nucleo foi indetectavel por esta técnica.

Diferentemente da técnica de Nissl, todos os nucleos, RA, HVC e
LMAN foram detectados nas sec¢des submetidas a hibridizagao in situ radioativa em

ambos os sexos e em todas as idades estudadas.

3.1.1 Identificagdo do Nucleo Robusto do Arcopalio (RA)

Através do método de Nissl, verificamos que o coértex desses animais
apresenta um padrao de coloragao regular e que as células dos nucleos RA
apresentam organizagdo, notadamente, distinta das demais zonas do cortex

(Figuras 9 e 10). A Figura 11 ilustra uma fotomicrografia, em grande aumento, da
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regido de transicdo entre a area do RA e a da area adjacente e como pode ser
observado, as células deste nucleo sao maiores e apresentam um padrao
organizacional distinto, quando comparado as células adjacentes ao RA no animal

adulto.

Fémea Macho

20 --
30 --

Figura 9. Cortes sagitais, corados pelo método de Nissl e em baixa magnificagdo, do nucleo robusto
do arcopalio (RA) de Uraeginthus cyanocephalus fémeas nas idades de 20, 30 dias (A, C,
respectivamente); e de Uraeginthus cyanocephalus machos nas idades de 20, 30 dias (B, D,
respectivamente). O RA foi claramente identificado (linhas pontilhadas) em cada idade estudada e em

ambos os sexos. Escala=200 ym.
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Fémea Macho
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Figura 10. Cortes sagitais, corados pelo método de Nissl e em baixa magnificacdo, do nucleo robusto
do arcopalio (RA) de Uraeginthus cyanocephalus fémeas nas idades de 50 dias e adultos (=2100) (A,
C, respectivamente); e de Uraeginthus cyanocephalus machos nas idades de 50 dias e adultos
(=100) (B, D, respectivamente). O RA foi claramente identificado (linhas pontilhadas) em cada idade

estudada e em ambos os sexos. Escala=200 um.
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Figura 11. Fotomicrografia de um corte sagital, corado pelo método de Nissl e em grande aumento
(40x), da area de transicdo entre o nucleo robusto do arcopalio (RA) e o tecido adjacente de um

Uraeginthus cyanocephalus macho adulto. Escala=50 pym.

Foram feitas analises dos cortes histoldgicos corados pelo método de
Nissl e a mensuragéo do volume do RA de cada animal. O sexo, idade e os valores
individuais do volume de RA obtidos estdo resumidos na Tabela 1.
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TABELA 1. Valores individuais do volume, em milimetros cubicos, do nucleo robusto do arcopalio
(RA) de Uraeginthus cyanocephalus machos e fémeas nas seguintes idades pds-eclosio: 20 dias, 30
dias, 50 dias e = 100 dias. Estas medidas foram obtidas das amostras submetidas a coloragao de

Nissl.

Machos Fémeas
Idade (dias) RA (mm®) RA (mm®)
0,0883 0,0766
0,1064 0,0579
0,0536 0,0857
20 0,1154 -
0,0931 -
0,1525 0,0734
0,209 0,0785
0,1661 0,0684
30 0,1118 -
0,058 -
0,086 0,0877
50 0,1187 0,059
0,1709 0,0768
0,289 0,1331
0,1825 0,0502
>100 0,1204 0,1483
0,2314 -

A Tabela 2 ilustra os valores representativos médios de volume do nucleo

RA e seus desvios padrdes, em cada fase do desenvolvimento.
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Tabela 2. Valores médios e desvio padrédo do volume do nucleo robusto do arcopalio (RA) de
Uraeginthus cyanocephalus machos e fémeas nas seguintes idades pds-eclosao: 20 dias, 30 dias, 50

dias e =2 100 dias. Estas medidas foram obtidas das amostras submetidas a coloragéo de Nissl.

Macho Fémea
Idade N Volume médio Desvio N Volume médio Desvio
(dias) (mm?) Padrio (mm?3) Padrio
20 5 0,0910 0,0240 3 0,0734 0,0142
30 5 0,1395 0,0573 3 0,0734 0,0050
0,1252 0,0428
50 3 3 0,0745 0,0144
2100 4 0,2058 0,0717 3 0,1105 0,0528

Analisando a Tabela 2 verificamos que o nucleo robusto do arquiestriado
(RA) de blue capped cordon bleus machos apresentou um crescimento proporcional
a idade, porém lento até a idade de 50 dias, quando passou a se desenvolver de
modo mais acentuado, tendo um crescimento de 64,4% (de 0,1252 mm? aos 50 dias
para 0,2058 mm? na fase adulta). Por outro lado, o volume do RA das fémeas se
manteve praticamente inalterado até a idade de 50 dias; a partir de entdo, o volume
de RA aumentou em 48,3% (de 0,0745 mm? aos 50 dias para 0,1105 mm? na fase
adulta). Quando comparamos o volume de RA de machos e fémeas, observamos
qgue o RA dos machos foi maior que o das fémeas em todas as idades estudadas. A

razao entre os volumes do RA fémea e macho foi de 0.54 na idade adulta.

Aplicando o teste ANOVA (p<0,05) constatamos que, em machos, o
desenvolvimento volumétrico de RA é continuo e proporcional a idade e que o
crescimento deste nucleo dos 20 primeiros dias pds-eclosédo até a idade adulta foi
estatisticamente significativo (p=0,03), tendo um crescimento de 125,5% (de 0,0910
mm? para 0,2058 mm? entre 20 e 2100 dias). Ja nas fémeas, o volume de RA teve
um aumento entre 50 dias e a idade adulta, contudo este aumento ndo foi

significativo (Figura 12).
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Figura 12. Representagao diagramatica da alteragdo volumétrica do nucleo robusto do arcopalio (RA)
de blue capped cordon bleus (Uraeginthus cyanocephalus) ao longo do desenvolvimento (valores

médios * erro padrao) utilizando a técnica de Nissl.

Quando comparamos os volumes de RA entre machos e fémeas,
vericamos que, apesar do RA de machos ser maior que o das fémeas em todas as
idades estudadas, esta diferenca nao foi estatisticamente significativa (p=0,1429 aos
20 dias; p=0,0509 aos 30 dias; p=0,062 aos 50 dias; p=0,0561 na fase adulta).
Esses achados nos levam a suposi¢cao de que, pelo menos nesse animal, o nucleo

RA nao apresentou um comportamento sexualmente dimorfico.

Através da técnica de hibridizagao in situ radiotiva para receptores
androgenos, confirmamos que o nucleo robusto do arquiestriado (RA) é sitio deste
receptor hormonal, tanto em machos quanto em fémeas de blue capped cordon
bleus (Figura 13).
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Figura 13. Auto-radiografia de um corte mais lateral do encéfalo de um Uraeginthus cyanocephalus
macho de 50 dias que foi submetido a hibridizagao in situ radioativa para marcacédo de receptores
androgenos. O nucleo robusto do arcopalio (area escura delimitada de amarelo) foi marcado pela

técnica. Abreviagdes: HVC=nucleo centro vocal superior ; LaM=lamnia do mesopalio.

Também foram feitas analises dos cortes histolégicos submetidos a
hibridizacao in situ radiotiva e a mensuracdo do volume do RA de cada animal. No
entanto, por razbes que ainda estdo sendo investigadas, nao foi possivel obtermos
os dados de todos os animais estudados. O sexo, idade e os valores individuais do

volume de RA obtidos estio resumidos na Tabela 3.
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Tabela 3. Valores individuais do volume, em milimetros cubicos, do nucleo robusto do
arcopalio (RA) de Uraeginthus cyanocephalus machos e fémeas nas seguintes idades pés-eclosao:
20 dias, 30 dias, 50 dias e = 100 dias. Estas medidas foram obtidas das amostras submetidas a

hibridizagao in situ radioativa.

Machos Fémeas
Idade (dias) RA (mm®) RA (mm?)
20 0,1496 0,3242
30 0,1504 -
50 0,3244 0,1142
0,2536 -
>100

Com base nos dados preliminares da hibridizacdo in situ radioativa,
pudemos notar que o crescimento de RA, em machos, foi proporcional a idade; em
contrapartida, nas fémeas o RA pareceu decrescer com a idade. Ao compararmos o
volume de RA de machos e fémeas, aos 20 dias de idade, este volume foi 116,7%
maior nas fémeas do que o dos machos, mas a partir dai o RA das fémeas passou a
decrescer, enquanto que o dos machos cresceu; e aos 50 dias pds-eclosdo, o RA

dos machos foi até 153% maior do que o das fémeas.

Quando confrontamos os resultados preliminares da hibridizagédo in situ
radioativa com os obtidos das amostras coradas com Nissl, notamos que as
medidas volumétricas de RA do material submetido a hibridizagao é sempre superior
as medidas conseguidas pelo método de Nissl, tanto em machos quanto em fémeas.
Além disso, o fato do crescimento volumétrico de RA ter sido proporcional a idade,
em blue capped cordon bleu machos, corroborou os dados obtidos pelo método de
Nissl; por outro lado, a possivel regressdo volumétrica de RA observada, nas
fémeas até a idade de 50 dias, contradisse os dados oriundos das secc¢bes coradas
com Nissl, onde n&o houve crescimento ou regressao do volume de RA dos 20 aos

50 dias de idade pos-ecloséo.
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3.1.2 Identificagao do Nucleo Centro Vocal Superior (HVC)

Pelo método de Nissl, observamos que o coértex desses animais
apresenta um padrao de coloragédo regular e que as células do nucleo HVC sao
maiores e mais intensamente coradas que as células localizadas no exterior deste
nucleo, sendo portanto, possivel distingui-lo das demais zonas do coértex (Figuras 14
e 15). A Figura 16 ilustra uma fotomicrografia, em grande aumento, da regido de

transi¢cao entre o nucleo HVC e a area adjacente no animal adulto.

Fémea Macho

Figura 14. Cortes sagitais, corados pelo método de Nissl e em baixa magnificagcado, do nucleo centro
vocal superior (HVC) de Uraeginthus cyanocephalus fémeas nas idades de 20, 30 dias (A, C,
respectivamente); e de Uraeginthus cyanocephalus machos nas idades de 20, 30 dias (B, D,
respectivamente). O HVC foi claramente identificado (linhas pontilhadas) em cada idade estudada e
em ambos os sexos. Escala=200 ym.
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Fémea Macho
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Figura 15. Cortes sagitais, corados pelo método de Nissl e em baixa magnificacdo, do nucleo centro

vocal superior (HVC) de Uraeginthus cyanocephalus fémeas nas idades de 50 dias e adultos (=100)
(A, C, respectivamente); e de Uraeginthus cyanocephalus machos nas idades de 50 dias e adultos
(=100) (B, D, respectivamente). O HVC foi claramente identificado (linhas pontilhadas) em cada idade

estudada e em ambos os sexos. Escala=200 um.
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Figura 16. Fotomicrografia de um corte sagital, corado pelo método de Nissl e em grande aumento
(40x), da area de transi¢cao entre o nucleo centro vocal superior (HVC) e o tecido adjacente de um

Uraeginthus cyanocephalus macho adulto. Escala=50 pym.

Andlises dos cortes histolégicos corados pelo método de Nissl, bem como
medidas de volume do HVC de cada animal foram realizadas. O sexo, idade e os
valores individuais do volume de HVC obtidos estao sintetizados na Tabela 4.
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Tabela 4. Valores individuais do volume, em milimetros cubicos, do nudcleo centro vocal superior
(HVC) de Uraeginthus cyanocephalus machos e fémeas nas seguintes idades pds-eclosio: 20 dias,
30 dias, 50 dias e = 100 dias. Estas medidas foram obtidas das amostras submetidas a coloragao de

Nissl.

Machos Fémeas
Idade (dias) HVC (mm?®) HVC (mm?®)

0,136 0,0806

0,146 0,0536

0,0808 0,0912
20 0,2109 -
0,1882 -

0,1538 0,1326

0,114 0,1416

30 0,11 0,0628
0,0962 -
0,1398 -

0,1989 0,1432

50 0,115 0,1152

0,14 0,1418

0,152 0,0766

0,1356 0,0654

2100 0,2254 0,08246
0,1624 -

A Tabela 5 demonstra os valores representativos médios de volume do
nucleo centro vocal superior e seus desvios padrbes, em cada etapa do

desenvolvimento estudada.
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Tabela 5. Valores médios e desvio padrao do volume do nucleo centro vocal superior (HVC) de
Uraeginthus cyanocephalus machos e fémeas nas seguintes idades pds-eclosao: 20 dias, 30 dias, 50

dias e =2 100 dias. Estas medidas foram obtidas das amostras submetidas a coloragédo de Nissl.

Macho Fémea
Idade N Volume médio Desvio N Volume médio Desvio
(dias) (mm?) Padrio (mm3) Padrio
20 5 0,1520 0,050 3 0,0751 0,0194
30 5 0,1228 0,0234 3 0,1123 0,0431
50 3 0,1513 0,0431 3 0,1334 0,0158
2100 4 0,1688 0,0393 3 0,0748 0,0087

Com base na analise da Tabela 5, vimos que o HVC de blue capped
cordon bleus machos decresceu dos 20 para os 30 dias, voltando a atingir volume
semelhante ao dos 20 dias na idade de 50 dias pos-eclosdo. A partir dai continua a
crescer até a idade adulta, porém de modo discreto (11,6% de aumento volumétrico;
de 0,1513 mm?® aos 50 dias para 0,1688 mm?® na fase adulta). Em contrapartida, o
volume de HVC das fémeas teve um crescimento continuo até a idade de 50 dias.
Este crescimento foi de 77,6% (de 0,0751 mm? aos 20 dias para 0,1334 mm? aos 50
dias). Dos 50 dias até a idade adulta, o HVC das fémeas regrediu e seu volume
passou a ser, praticamente, o mesmo do encontrado aos 20 dias pds-eclosao.
Quando comparamos o volume de HVC de machos e fémea, observamos que o

HVC dos machos foi sempre superior ao das fémeas, nao importando a idade.

Ao aplicar o teste ANOVA (p<0,05) verificamos que, em machos, tanto a
regressao inicial, quanto o posterior crescimento continuo de HVC até a idade adulta
nao foram estatisticamente significativos. Também n&o achamos significancia
estatistica em nenhuma das alteragcbes volumétricas de HVC observadas nas

fémeas de Uraeginthus cyanocephalus (Figura 17).
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Figura 17. Representacdo diagramatica da alteragdo volumétrica do nucleo centro vocal superior
(HVC) de blue capped cordon bleus (Uraeginthus cyanocephalus) ao longo do desenvolvimento

(valores médios + erro padrao) utilizando a técnica de Nissl.

ApoOs a realizacdo do teste T de Student nao-pareado (p<0,05),
observamos que o HVC de machos foi significamente maior que o das fémeas nas
idades de 20 dias (p=0,0238) e adulta (p=0,0053); portanto pode-se afirmar que
HVC de Uraeginthus cyanocephalus, nessas idades, é sexualmente dimorfico
(Tabela 6).
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Tabela 6. Comparagao volumétrica do centro vocal superior (HVC) entre machos e fémeas de blue

capped cordon bleus (Uraeginthus cyanocephalus) através do teste T de Sudent nao-pareado

(p<0,05) nas amostras coradas com Nissl.

Volume do HVC (mm?®)

Idade (dias)
Macho Fémea p-valor
20 dias 0,1520 0,0751 0,0238*
30 dias 0,1228 0,1123 0,3327
50 dias 0,1513 0,1334 0,2681
2100 dias 0,1688 0,0748 0,0053*

Por meio da técnica de hibridizagdo in situ radiotiva para receptores

androgenos, ratificamos que o centro vocal superior € sitio deste receptor hormonal

tanto em machos quanto em fémeas de blue capped cordon bleus. O ponto mais

escuro circundado, em amarelo, na Figura 18, corresponde a regido do HVC.
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Figura 18. Auto-radiografia de um corte do encéfalo de um Uraeginthus cyanocephalus macho adulto
(=100 dias) que foi submetido a hibridizagdo in situ radioativa para marcagao de receptores
androgenos. O nucleo centro vocal superior (area escura delimitada de amarelo) foi marcado pela

técnica.

Também foram feitas analises dos cortes histolégicos submetidos a
hibridizagdo in situ radiotiva e aferidos o volume do HVC de cada animal. No
entanto, por razbes que ainda estdo sendo investigadas, nao foi possivel obtermos
os dados de todos os animais estudados. O sexo, idade e os valores individuais do

volume de RA obtidos estio resumidos na Tabela 7.



63

Tabela 7. Valores individuais do volume, em milimetros cubicos, do nudcleo centro vocal superior
(HVC) de Uraeginthus cyanocephalus machos e fémeas nas seguintes idades pds-eclosio: 20 dias,
30 dias, 50 dias e = 100 dias. Estas medidas foram obtidas das amostras submetidas a hibridizagao

in situ radioativa.

Machos Fémeas
Idade (dias) HVC (mm?®) HVC(mm®)
0,176 0,2412
20
- 0,1972
30 - 0,0992
0,0638 -
0,1552 -
50
0,0892 -
0,2372 0,167
=100 0,1361 ;

Com base nos dados preliminares da hibridizacdo in situ radioativa,
alegamos hipoteticamente que o HVC, em machos, de fato, teve um decréscimo
inicial e posterior crescimento, atingindo seu volume maximo na idade adulta, assim
como foi observado nos dados obtidos pela técnica de Nissl. Nas fémeas, o HVC
também pareceu decrescer, inicialmente, voltando a crescer a partir dos 30 dias até
a idade adulta. Todavia o maior valor de HVC, nas fémeas, foi aos 20 dias de idade
pos-eclosdo. Estes dados contradisseram os obtidos por meio do método de Nissl,
em que o HVC das fémeas tendeu a um crescimento continuo até os 50 dias e

somente apos este periodo decresceu.

Ao compararmos o volume de HVC entre machos e fémeas, aos 20 dias
de idade, o HVC das fémeas tendeu a ser maior que o dos machos, mas a partir dai
o HVC das fémeas decresceu, enquanto que o dos machos cresceu; € na idade

adulta, o HVC dos machos passou a ser maior que o das fémeas.

Vale ressaltar que as medidas de volume de HVC obtidas pelo método de

hibridizagao in situ foram semelhantes as obtidas pela técnica de Nissl em quase
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todas as idades estudadas, tanto em machos quanto em fémeas. A Unica excegao
foi no grupo das fémeas de 20 dias, cujas medidas de volume de HVC originadas
das seccgbes submetidas a hibridizacao in situ foram maiores do que as obtidas pelo

método de Nissl.

3.1.3 Identificagao do Nucleo Magnocelular Lateral do Nidopalio Anterior
(LMAN)

O nucleo magnocelular lateral do nidopalio anterior ndo pode ser
avaliado ou mensurado nas amostras destinadas a coloragdo de Nissl, pois, na
maioria das seccgdes, nao foi possivel distinguir com precisdo a area nuclear do
tecido circundante, o que tornou inviavel a mensuracdo da area e,

consequentemente, do volume nuclear.

Nos cortes submetidos a hibridizagdo in situ radioativa, contudo, o
LMAN foi detectado tanto em machos quanto em fémeas de blue capped cordon
bleus (Figura 19); isto nos levou a crer que este nucleo é um sitio de receptores

androgenos no telencéfalo desta espécie de ave.
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Figura 19. Auto-radiografia de um corte do encéfalo de um Uraeginthus cyanocephalus fémea adulto
(=100 dias) que foi submetido a hibridizagdo in situ radioativa para marcagao de receptores
androgenos. O nucleo magnocelular lateral do nidopalio anterior (area escura delimitada de amarelo)

foi marcado pela técnica. Abreviagdes: HVC=nucleo centro vocal superior.

No entanto, por razdes ainda desconhecidas, nao foi possivel adquirirmos
os dados de todos os animais estudados. O sexo, idade e os valores individuais do

volume de LMAN obtidos estao descritos na Tabela 8.
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Tabela 8. Valores individuais do volume, em milimetros cubicos, do nucleo magnoelular lateral do
neoestriado anterior (LMAN) de Uraeginthus cyanocephalus machos e fémeas nas seguintes idades
pos-eclosdo: 20 dias, 30 dias, 50 dias e = 100 dias. Estas medidas foram obtidas das amostras

submetidas a hibridizagao in situ radioativa.

Machos Fémeas
Idade (dias) LMAN (mm?®) LMAN (mm?®)
0,1722 0,1694
20
0,0756
30 0,0826 -
0,0584 -
50 0,1132 -
5100 - 0,0698

Com base nos dados preliminares da hibridizacdo in situ radioativa,
afirmamos hipoteticamente que o LMAN, em machos, parece regredir com a idade.
Nas fémeas o padrao de desenvolvimento observado em machos parece se repetir,
isto €, o volume de LMAN diminui com a idade. Se compararmos o volume de LMAN
entre machos e fémeas, aos 20 dias de idade, os valores sdo equivalentes em

ambos os sexos.

3.2 COMPARACAO DO DESENVOLVIMENTO DOS NUCLEOS TELENCEFALICOS
RELACIONADOS AO CANTO ENTRE FEMEAS DE URAEGINTHUS
CYANOCEPHALUS (BLUE CAPPED CORDON BLEU) E TAENIOPYGIA GUTTATA
(ZEBRA FINCH)

Com o intuito verificar qualquer semelhanca ou distingdo no
desenvolvimento dos nucleos centro vocal superior (HVC) e robusto do arcopalio

(RA), do ponto de vista morfolégico, entre diferentes espécies, nos utilizamos os
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dados volumétricos destes nucleos obtidos através da mensuragao de sua area em
cortes corados pela técnica de Nissl em diferentes idades pds-eclosao (20, 30, 50 e
2100 dias).

As espécies escolhidas para efeito de comparacdo entre espécies
foram o blue capped cordon bleu, objeto de estudo desta pesquisa, e o0 zebra finch,
pois, de todas as espécies que estdo mais bem descritas na literatura atualmente,
este € o seu relacionado mais proximo filogeneticamente (ambos pertencem a
familia Estrildidae). No6s também decidimos fazer a comparagdo somente entre
fémeas, porque as fémeas destas duas espécies possuem comportamentos vocais
distintos: enquanto a fémea de blue capped cordon bleu canta, a de zebra finch nao

canta.

O valores de volume dos nucleos de HVC e RA de blue capped cordon
bleu foram obtidos desta pesquisa, ja dados volumétricos de HVC e RA de zebra
finch foram extraidos do estudo desenvolvido por Nixdorf-Bergweiller (1996). E o
teste estastistico eleito para verificar diferencas volumétricas de HVC e RA entre

estas duas espécies foi o teste T de Student nao-pareado.

3.21 O nucleo robusto do arcopalio (RA) de fémeas de Uraeginthus
cyanocephalus (blue capped cordon bleu) e de Taeniopygia guttata (zebra
finch)

A TABELA 9 mostra os valores individuais de volume, em milimetros
cubicos, do nucleo robusto do arcopalio (RA) em fémeas de blue capped cordon

bleu e de zebra finch nas seguintes idades pods-eclosao: 20, 30, 50 e = 100 dias.
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TABELA 9. Valores individuais do volume, em milimetros cubicos, do nucleo robusto do arquiestriado
(RA) de Uraeginthus cyanocephalus e Taeniopygia guttata fémeas nas seguintes idades pds-eclosao:
20 dias, 30 dias, 50 dias e = 100 dias. Estas medidas foram obtidas de amostras submetidas a

coloragao de Nissl.

Uraeginthus
Taeniopygia guttata
cyanocephalus
Idade (dias) RA (mm®) RA (mm®)
0,0766 0,141
20 0,0579 0,111
0,0857 0,142
0,0734 0,067
30 0,0785 0,067
0,0684 0,142
0,0877 0,055
50 0,059 0,055
0,0768 0,028
0,1331 0,037
0,0502 0,025
2100 0,1483 0,074
- 0,064

A Tabela 10 elucida os valores representativos médios de volume do

nucleo RA e seus desvios padroes, em cada fase do desenvolvimento.
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TABELA 10. Valores médios e desvio padrdo do volume do nucleo robusto do arcopalio (RA) de
Uraeginthus cyanocephalus e de Taeniopygia guttata fémeas nas seguintes idades pds-eclosao: 20
dias, 30 dias, 50 dias e = 100 dias. Estas medidas foram obtidas de amostras submetidas a coloragao
de Nissl.

Uraeginthus cyanocephalus Taeniopygia guttata
Idade N Volume médio Desvio N Volume médio Desvio
(dias) (mm?®) Padrio (mm?3) Padrio
20 3 0,0734 0,0142 3 0,1310 0,0176
30 3 0,0734 0,0050 3 0,0920 0,0433
50 3 0,0745 0,0144 3 0,0460 0,0156
2100 3 0,1105 0,0528 4 0,0500 0,0228

Examinando com a atencdo os dados expostos na Tabela 10,
constatamos que, enquanto o RA das fémeas de blue capped cordon bleu se
manteve inalterado ao longo do desenvolvimento (ver item 3.2.1 deste trabalho), o
RA das fémeas de zebra finch teve um decréscimo de volume de 61,8% entre os 20
dias e a idade adulta, quando atingiu o seu menor volume (0,05 mm?®). E é justamente
nesta idade que ndés obtivemos a maior diferenga de volume de RA entre as fémeas
das duas espécies analisadas: o RA da fémea de blue capped cordon bleu foi

54,75% maior que o da fémea de zebra finch.

A fim de saber se esta diferenca era estatisticamente significativa
aplicamos o teste T de Student ndo-pareado e obtivemos os seguintes resultados
(Figura 20): aos 20 dias o RA das fémeas de zebra finch foi maior que o das fémeas
de blue capped cordon bleu (p=0,0057); aos 30 dias nao houve diferencga
volumétrica significativa do RA entre as espécies avaliadas (p=0,2508); aos 50 dias
o volume de RA das fémeas de blue capped cordon bleu passa a ser maior que o
das fémeas de zebra finch (p=0,0406); e finalmente na idade adulta (= 100 dias) a

diferenca observada na fase anterior se mantém (p=0,0421).
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Figura 20. Representacao diagramatica da diferenga volumétrica do nucleo robusto do arquiestriado
(RA) (valores médios * erro padrao) entre fémeas de Uraeginthus cyanocephalus e de Taeniopygia

guttata nas seguintes idades pds-eclosdo: 20 dias (A), 30 dias (B), 50 dias (C) e idade adulta (D)

3.2.2 O nucleo centro vocal superior (HVC) de fémeas de Uraeginthus
cyanocephalus (blue capped cordon bleu) e de Taeniopygia guttata (zebra
finch)

A Tabela 11 demonstra os valores individuais de volume do nucleo

nas seguintes idades pds-eclosao: 20, 30, 50 e = 100 dias.

centro vocal superior (HVC) em fémeas de blue capped cordon bleu e de zebra finch
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TABELA 11. Valores individuais do volume, em milimetros cubicos, do nucleo centro vocal superior
(HVC) de Uraeginthus cyanocephalus e Taeniopygia guttata fémeas nas seguintes idades pos-
eclosao: 20 dias, 30 dias, 50 dias e = 100 dias. Estas medidas foram obtidas de amostras submetidas

a coloragao de Nissl.

Uraeginthus Taeniopygia guttata
cyanocephalus
Idade (dias) HVC (mm?®) HVC (mm?®)
0,0806 0,100
20 0,0536 0,130
0,0912 0,123
0,1326 0,115
30 0,1416 0,130
0,0628 0,117
0,1432 0,082
0,1152 0,080
50 0,1418 0,059
0,037
0,0766 0,050
0,0654 0,102
=100 0,0825 0,086
- 0,036

A Tabela 12 resume os valores representativos médios de volume do

nucleo RA e seus desvios padroes, em cada fase do desenvolvimento.
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TABELA 12. Valores médios e desvio padrdo do volume do nucleo centro vocal superior (HVC) de
Uraeginthus cyanocephalus e de Taeniopygia guttata fémeas nas seguintes idades pds-eclosao: 20
dias, 30 dias, 50 dias e = 100 dias. Estas medidas foram obtidas de amostras submetidas a coloragao
de Nissl.

Uraeginthus cyanocephalus Taeniopygia guttata
Idade N Volume médio Desvio N Volume médio Desvio
(dias) (mm?) Padrio (mm3) Padrio
20 3 0,0751 0,0194 3 0,1177 0,0157
30 3 0,1123 0,0431 3 0,1207 0,0081
50 3 0,1334 0,0158 4 0,0645 0,0211
2100 3 0,0748 0,0087 4 0,0685 0,0307

Com base nos dados expostos na Tabela 12, podemos afirmar que nas
fémeas de blue capped cordon bleu, o HVC teve o seu volume aumentado em
77,1% até a idade de 50 dias pés-eclosao (de 0,0751 mm? aos 20 dias para 0,1334
mm? aos 50 dias); e a partir de entdo, o HVC regride voltando a ter o mesmo volume
mensurado no inicio do desenvolvimento (20 dias pds-eclosédo). Em contrapartida, o
HVC das fémeas de zebra finch decresceu em 45,2% até a idade de 50 dias pés-
eclos3o (de 0,1177 mm?® aos 20 dias para 0,0645 mm? aos 50 dias) e entre 50 dias e
a idade adulta nenhuma alteracédo volumétrica de HVC pode ser detectadas. Apesar
das alteragdes parecerem ser significativas, quando aplicamos testes estatisticos
nenhuma das alteragdes volumétrica de HVC observadas ao longo do
desenvolvimento tanto em blue capped cordon bleu (ver item 3.2.2 deste trabalho)
quanto em zebra fiches (NIXDORF-BERGWEILLER, 1996) foram significativas.

Quando comparamos os volumes de HVC entre as duas espécies
estudadas, verificamos que as maiores diferengas volumétricas encontradas foram
na idade de 20 dias (HVC da fémea de zebra finch é 56,7% maior do que o da
fémea de blue capped cordon bleu) aos 50 dias pds-eclosao (HVC da fémea de blue

capped cordon bleu é 106,8% maior do que o da fémea de zebra finch).
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Tendo essas diferengas volumétricas em mente, o préximo passo foi
aplicar o teste T de Student ndo-pareado para avaliar a significancia estatistica das
diferencas volumétricas de HVC entre as espécies analisadas e obtivemos o
seguinte resultado: ao 20 dias pés-eclosao, o HVC de zebra finch foi, de fato, maior
que o de blue capped cordon bleu (p=0,0209), enquanto que aos 50 dias pos-
eclosdo, o HVC da fémea de blue capped cordon bleu passou a ser maior que o da
fémea de zebra finch (p=0,0026). Nas demais idades avaliadas o volume de HVC
em ambas as espécies foi semelhante (p=0,3794 aos 30 dias e p=0,3742 no animal

adulto) (Figura 21).
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Figura 21. Representagcédo diagramatica da diferenga volumétrica do nucleo centro vocal superior
(HVC) (valores médios * erro padrao) entre fémeas de Uraeginthus cyanocephalus e de Taeniopygia
guttata nas seguintes idades pds-eclosdo: 20 dias (A), 30 dias (B), 50 dias (C) e idade adulta (D)

utilizando a técnica de Nissl.
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4 DISCUSSAO

4.1 OBSERVACOES GERAIS SOBRE A MARCACAO DOS NUCLEOS CENTRO
VOCAL SUPERIOR (HVC), ROBUSTO DO ARQUIESTRIADO (RA) E
MAGNOCELULAR LATERAL DO NEOESTRIADO ANTERIOR (LMAN) A PARTIR
DOS METODOS DE NISSL E HIBRIDIZACAO IN SITU RADIOATIVA NO
TELENCEFALO DE URAEGINTHUS CYANOCEPHALUS

O estabelecimento de correlagdes entre estrutura e fungdo do sistema
nervoso (NOTTEBOHM e ARNOLD, 1976; NOTTEBOHM, 1981) e dos mecanismos
neuronais subjacentes a plasticidade neuronal que ocorre tanto durante o
desenvolvimento quanto na fase adulta, foi importante para se esclarecer se o
comportamento sexualmente dimérfico do canto em aves canoras tem um vinculo
direto com o crescimento de areas cerebrais. A mensuragdo do tamanho de areas
cerebrais, desta forma, é fundamental para o estudo das proje¢cdes neuronais e sua
correlagado com as diferengcas do tamanho de areas cerebrais, envolvidas no controle
desta atividade, entre machos e fémeas (BALL e MACDOUGALL-SHACKLETON,
2001).

A estimativa do tamanho de uma area cerebral e seu conteudo celular
depende de uma delimitagdo precisa dos nucleos cerebrais. Esta delimitagcdo pode
ser feita por meio de citoarquitetura, propriedades citoquimicas, marcadores
metabdlicos e mapa eletrofisiolégico (GAHR, 1997). Devido a dificuldades técnicas e
a resolugdo espacial limitada das técnicas existentes de mapeamento in vivo (por
exemplo, tomografia computadorizada), uma das técnicas mais utilizada e bem
estabelecida para delinear areas cerebrais € ainda a classica coloragdo de Nissl
(KONISHI e AKUTAGAWA, 1985; GAHR, 1990; GAHR, 1994; BERNARD e BALL,
1995; NIXDORF-BERGWEILER, 1996; SMITH et al., 1997).

Nesta pesquisa, a coloracdo de Nissl, mais uma vez, se confirmou

como um método eficaz para a delimitagao dos nucleos HVC e RA. Em blue capped
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cordon bleus (Uraeginthus cyanocephalus), estes nucleos puderam ser delineados
em todas as idades estudadas (20, 30, 50 e 2100 dias pds-eclosao) e em ambos o0s
sexos. Tal eficiéncia pode ser observada por varias caracteristicas dos resultados
obtidos descritos a seguir. Primeiro, o corante de Nissl destacou algumas
propriedade histolégicas, tais como intensidade da marcagdo do nucleo, do
citoplasma e do nucléolo; densidade do nucleo; e tamanhos do nucleo e do corpo
celular dos neurénios. O nucleo centro vocal superior (HVC), nas preparacdes
coradas com Nissl, foi caracterizado por um agrupamento de células, maiores e
intensamente coradas, circundado por um rebordo de células menores (GAHR,
1990). Neste trabalho, obtivemos um padrao de coloracdo regular e as células
constituintes dos nucleos HVC e RA foram mais intensamente marcadas do que as
células do tecido adjacente; além disso, foi possivel verificar que os corpos celulares
dos neurdnios dos nucleos HVC e RA foram maiores que os das células localizadas
no exterior destes nucleos. Uma segunda caracteristica vantajosa da técnica
empregada foi a capacidade de podermos mensurar as areas nucleares (HVC e RA)
e reproduzir os resultados com a qualidade da marcacgao referida semelhante aos ja

descritos na literatura.

Apesar das vantagens ja mencionadas, uma limitagao da técnica foi a
de nao permitir a delimitacdo do nucleo magnocelular lateral do nidopalio anterior
(LMAN) em cortes finos de 20 um. Este nucleo pode ser visto na maioria das
secg¢des dos machos dos grupos de 30 e 50 dias, porém suas bordas eram muito
difusas para que o mesmo fosse completamente delineado. Ja nos machos de 20 e
=100 dias, assim como nas fémeas, de todas as idades avaliadas, o LMAN nao pode
ser distinguido do restante do tecido. Contudo, este nucleo pode ser claramente
delineado através do método de Nissl em cortes mais espessos. Por exemplo,
Johnson e colaboradores (1995), a fim de determinar a organizagao topografica da
via prosencefalica anterior, em zebra finches, pode delimitar o LMAN, utilizando o
método de Nissl, em cortes de 50 um de espessura. Um ano mais tarde, Nixdorf-
Bergweiler (1996), ao estudar o desenvolvimento de areas cerebrais relacionadas ao
canto, também em zebra finches, obteve sucesso ao tentar delinear o LMAN, por
meio do método de Nissl, em cortes de 100 yum de espessura. Desta forma, o uso de
um corte de 20 um pode ter sido o motivo para o ndo aparecimento desse nucleo em

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

conectivas/projecionais de uma area cerebral.

Por conta destas limitagdes, muitas pesquisas foram desenvolvidas
com o intuito de corroborar ou ndo a adequacado do método de Nissl para delinear
areas cerebrais em estudos que visam avaliar a variagao funcional do sistema do
canto, inclusive a ocorréncia de diferencas no volume de nucleos telencefalicos
entre machos e fémeas. Gahr, em 1990, com o objetivo de avaliar diferencas
sazonais no volume do HVC de canarios machos, utilizou diferentes métodos para
tal avaliagdo. Enquanto o material corado com Nissl revelou uma variagao sazonal, o
volume do HVC, delineado com base na distribuicao de células imunorreativas para
o receptor de estrogénio, nao variou sazonalmente. Este estudo também definiu o
HVC por meio da utilizacdo de tragcador neuronal e, através deste método, nao
houve variagao sazonal significativa no volume de HVC. Um estudo subsequente ao
de Gahr igualmente demonstrou, por meio da distribuicdo de proje¢cdes neuronais de
HVC para RA, que o volume HVC de canarios machos nao sofre alteragao ao longo
do ano (KIRN et al., 1991).

Desde os estudos de Gahr (1990) e Kirn e colaboradores (1991),
surgiram varias outras investigacdes comparando a delimitagdo do HVC e de outros
nucleos relacionados ao canto através de variados métodos. Por exemplo, auto-
radiografias para receptores hormonais e neurotransmissores (JOHNSON e
BOTTJER, 1993; BALL et al., 1994; BERNARD e BALL, 1995), imunocitoquimica
(BALL et al., 1995 a, b), tragadores neuronais (JOHNSON e BOTTJER, 1993; SMITH
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et al., 1997), e marcadores enzimaticos (SMITH et al., 1997). Estas pesquisas
analisaram diferencas entre machos e fémeas (BALL et al., 1994, 1995 a, b), bem
como variagdes volumétricas em machos em diferentes condigdbes hormonais
(JOHNSON e BOTTJER, 1993) ou fotoperiddicas (BERNARD e BALL, 1995; SMITH
et al., 1997). Todos estes estudos mostraram equivaléncia entre os limites nucleares
definidos pelo método de Nissl e por outros marcadores, confirmando a validade

desta técnica para definir os limites de areas cerebrais.

Contudo, a fim de amenizar este problema, elegemos a uma técnica
alternativa para delimitacao dos nucleos HVC, RA e LMAN: a hibridizacao in situ

radioativa.

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

que o metodo de Nissl.

Partindo do pressuposto que blue capped cordon bleus e zebra finches
pertencem a mesma familia filogenética e que, em zebra finches, os nucleos HVC,
RA e LMAN sao sitios de receptores androgenos (METZDORF et al., 1999),
escolhemos a marcacgao de receptores androgenos, por meio da hibridizagao in situ
radioativa, como técnica complementar ao Nissl para a marcagao destes nucleos

telencefalicos.

Como era esperado, todos os nucleos cerebrais, sob investigacao,
foram marcados através da hibridizagao in situ, confirmando a hipétese levantada
por Metzdorf e colaboradores (1999) de que HVC, RA e LMAN sejam sitios de
receptores andrégenos em todas as aves passeriformes oscines. Esta técnica se
mostrou mais vantajosa que o Nissl, pois ocorreu marcagao apenas das areas de
interesse 0 que tornou a delimitacdo destes nucleos mais precisa e os resultados

obtidos mais fidedignos.
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Apesar dos esforcos ndo conseguimos, nesta pesquisa, marcar os
nucleos HVC, RA e LMAN, através da hibridizagao in situ, em todas as amostras
obtidas. E as razbes exatas pelas quais isto ocorreu permanecem desconhecidas,
porém uma das hipoteses € que seja necessario adequar o protocolo utilizado para
blue capped cordon bleus, ja que o protocolo utilizado, neste trabalho, foi 0 mesmo

que é utilizado, com sucesso, em zebra finches.

4.2 DIMORFISMO SEXUAL NOS NUCLEOS CENTRO VOCAL SUPERIOR (HVC) E
ROBUSTO DO ARCOPALIO (RA) DE URAEGINTHUS CYANOCEPHALUS

Em 1976, Nottebohm e Arnold publicaram dados surpreendentes
baseados na analise de cortes do telencéfalo de zebra finches (Taeniopygia guttata)
e canarios (Serinus canaria) machos e fémeas corados pelo método de Nissl. Eles
descobriram que algumas areas cerebrais relacionadas a aprendizagem e produgao
do canto (HVC, LMAN, RA, area X) eram significativamente maiores, em volume, em
machos do que em fémeas. Esta descoberta mudou o modo de pensar dos
neurocientistas interessados em estudar diferengas sexuais cerebrais e desde
entdo, tem sido realizado varios estudos para investigar diferengas sexuais no

sistema do canto de aves.

No presente estudo, alteragbes volumétricas dos nucleos
telencefalicos, envolvidos na aprendizagem e na produgao do canto, ao longo do
desenvolvimento foram quantificadas em machos e fémeas de blue capped cordon

bleus (Uraeginthus cyanocephalus) por meio do método de Nissl.

No que concerne ao nucleo HVC, verificamos que, em machos, o volume
deste nucleo permaneceu praticamente inalterado dos 20 dias até a idade adulta. Ja,
nas fémeas, o mesmo nucleo apresentou um crescimento de 77,6% do inicio do
desenvolvimento (20 dias) até a idade de 50 dias, quando comecou a regredir e seu
volume, na idade adulta, passou a ser, praticamente, 0 mesmo do encontrado aos
20 dias po6s-eclosao, porém, estas alteragdes volumétricas foram estatisticamente

insignificantes. Se compararmos o comportamento volumétrico de HVC, ao longo do
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desenvolvimento, do nosso animal experimental com o de outras espécies de
passaros oscines ja estudadas, observamos que o Uraeginthus cyanocephalus
macho apresenta um comportamento distinto. Por exemplo, enquanto que em blue
capped cordon bleus o HVC se mantém inalterado ao longo do desenvolvimento, em
zebra finches, o HVC de machos apresenta um aumento proporcional a idade
atingindo seu volume maximo na fase adulta (BOTTJER et al., 1985; BUREK et al.,
1994; NIXDORF-BERGWEILER, 1996). Ja o desenvolvimento de HVC observado
nas fémeas de blue capped cordon bleus foi semelhante ao encontrado em zebra
finches fémeas (BOTTJER et al, 1985, BUREK et al, 1994; NIXDORF-
BERGWEILER, 1996); em ambas as espécies o HVC nao apresenta alteragao

volumétrica ao longo do desenvolvimento.

Embora, nenhuma das alteracées volumétricas de HVC ao longo do
desenvolvimento tenha sido estatisticamente relevante, pode-se afirmar que elas
foram importantes para a diferenca volumétrica de HVC entre machos e fémeas de
blue capped cordon bleus. Foi na idade de 20 dias pds-eclosao e na fase adulta que
obtivemos os maiores valores de HVC, em machos e os menores valores de HVC
em fémeas. E foram justamente no inicio do desenvolvimento (20 dias pds-eclosao)
(p = 0,0238) e na fase adulta (p = 0,0053), que observamos um comportamento
sexualmente dimoérfico de HVC. Estudos prévios também relataram, em zebra
finches, um comportamento dimérfico de HVC no inicio do desenvolvimento o qual
se tornou ainda mais expressivo na idade adulta (NOTTEBOHM e ARNOLD, 1976;
ARNOLD, 1980; GURNEY e KONISHI, 1980; GURNEY, 1982; BOTTJER et al.,
1985; WILLIAMS, 1985; NORDEEN e NORDEEN, 1989; BUREK et al.,, 1995;
JACOBS et al., 1995; NIXDORF-BERGWEILLER, 1996).

Ao analisarmos o nucleo robusto do arcopalio (RA) de Uraeginthus
cyanocephalus verificamos que, nos machos, este nucleo cresceu de modo
significativo (p = 0,03) ao longo do desenvolvimento e seu volume, na fase adulta foi
2,2 vezes maior do que no inicio do desenvolvimento (20 dias pds-eclosao). Este
achado esta em concordancia com o de trabalhos anteriores realizados em zebra
finches, em que o RA também teve um crescimento significativo ao longo do
desenvolvimento (BOTTJER et al., 1985; KONISHI e AKUTAGAWA, 1985;
NIXDORF-BERGWEILER, 1996). Ao passo que nas fémeas de blue capped cordon
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bleus, o volume de RA manteve-se praticamente inalterado ao longo do
desenvolvimento, nas fémeas de zebra finch o RA decresce com a idade, podendo
diminuir em até 58% do seu volume inicial (BOTTJER et al., 1985; KONISHI e
AKUTAGAWA, 1985; NIXDORF-BERGWEILER, 1996).

Sabendo-se que o Taeniopygia guttata (zebra finch), das espécies mais
bem descritas na literatura, € o relacionado mais proximo filogenéticamente do
Uraeginthus cyanocephalus (blue capped cordon bleu), e que o RA de zebra finch é
sexualmente dimoérfico (NOTTEBOHM e ARNOLD, 1976; BOTTJER et al., 1985;
KONISHI e AKUTAGAWA, 1985; NIXDORF-BERGWEILER, 1996), nos
esperavamos que o RA de blue capped cordon bleu também apresentasse um
comportamento sexualmente dimoérfico, contudo, em nossa pesquisa, observamos
qgue o RA desta ave nao apresentou diferenga volumétrica significativa entre machos
e fémeas. Atribuimos esta possivel auséncia de dimorfismo sexual de RA ao

pequeno grupo amostral de nossa pesquisa.

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

Em espécies em que as fémeas normalmente ndao cantam como
Taeniopygia guttata (zebra finch) e Funco hyemalis a diferenga volumétrica de HVC
entre machos e fémeas é bastante acentuada (fémea/macho — 0,14 em zebra
finches e 0,26 em Funco hyemalis); esta diferenca tende a diminuir nas espécies em
que a fémea normalmente canta, porém menos do que os machos e este € o caso
do nosso animal experimental. Em Uraeginthus cyanocephalus, cujo repertorio vocal
do macho é duas vezes maior que o das fémeas, a razao do volume de HVC entre
fémea e macho (fémea/macho) foi de 0,44 e foi, de fato, menor que a observada em
zebra finches. Em um congénero do blue capped cordon bleu, o Uraeginthus

bengalus, cujas fémeas também produzem cantos menores que os machos, a razao



81

fémea/macho foi de 0,67. E como era de se esperar, nas espécies em que machos e
fémeas cantam igualmente a diferenga volumétrica de HVC entre machos e fémeas
tende a ser ainda menor; isto foi observado no Thryothorus leucotis, cuja razéao
fémea/macho do volume de HVC foi igual a 0,77 (NOTTEBOHM e ARNOLD, 1976;
BRENOWITZ et al., 1985; GAHR e GUTTINGER, 1985; GAHR e GUTTINGER,
1986; BALL et al., 2008).

Nenhuma analise quantitativa pode ser realizada com os dados
resultantes da marcacao de receptores andrégenos, pois 0s mesmos estao

incompletos.

4.3 COMPARACAO DO DESENVOLVIMENTO VOLUMETRICO DOS NUCLEOS
CENTRO VOCAL SUPERIOR (HVC), ROBUSTO DO ARCOPALIO (RA) E
MAGNOCELULAR LATERAL DO NEOESTRIADO ANTERIOR (LMAN) COM O
APRENDIZADO E PRODUCAO DO CANTO

O aprendizado do canto é composto de uma fase sensorial, quando um
modelo de canto adulto é incorporado a memaria do passaro juvenil; e de uma fase
sensoério-motora, quando o passaro juvenil tenta ajustar o seu proprio canto com o
modelo de canto adulto que fora incorporado a sua memoaria na fase anterior (Ver
introducdo). Em Uraeginthus cyanocephalus (blue capped cordon bleu) o
desenvolvimento do canto é similar ao desenvolvimento de zebra finches
(NOTTEBOHM 1993) e a fase sensorial tem inicio por volta dos 30 dias e terminado
um apos os 40 dias pos-eclosdo; a fase sensério-motora inicia um pouco antes dos
40 dias e termina por volta dos 60 dias pos-ecloséo (dados oriundos de observagdes
de campo). Apesar de ndo termos observado nenhuma alteragdo volumétrica
significativa de HVC, ao longo do desenvolvimento, tanto em machos quanto em
fémeas de blue capped cordon bleus, ao que parece o HVC, nas fémeas, tem uma
tendéncia a decrescer ap6és o inicio da fase sensoério-motora (50 dias pds-eclosao),
enquanto que, nos machos, o crescimento volumétrico de HVC tende a ser continuo
até a fase adulta. No que concerne ao desenvolvimento de RA, observamos que o

volume de RA nas fémeas também nao sofre alteracado significativa ao longo do
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desenvolvimento, ao passo que nos machos o crescimento entre 20 dias e a fase
adulta é estatisticamente significativo (p=0,03). Nas fémeas de blue capped cordon
bleu, tanto o fato do HVC apresentar uma tendéncia a regressao apos os 50, quanto
a nao alteracdo volumétrica de RA, ao longo do desenvolvimento, podem ser
explicados pelo pequeno repertorio vocal que as fémeas apresentam. Os machos de
blue capped cordon bleu possuem um repertorio duas vezes maior que o das
fémeas (GEBERZAHN e GAHR, dados em nao publicados), contudo os fatores

responsaveis por esta regressao volumétrica, nas fémeas, ainda sao desconhecidos.

Quando comparamos o desenvolvimento destes dois nucleos (HVC e RA)
com o das fémeas de zebra finches, notamos que durante a fase sensoério-motora
(50 dias pos-eclosao) tanto o HVC quanto o RA das fémeas de blue capped cordon
bleu foi significativamente maior que o das fémeas de zebra finch (HVC, p=0,0026;
RA, p=0,0406). Esta diferenca é totalmente explicavel pelo fato das fémeas de zebra
finch ndo cantarem, logo elas nao necessitam de um sistema do canto tao
desenvolvido sexual (WILLIAMS, 1985; NIXDORF-BERGWEILLER, 1996; CAREW,
2000;).

Com base nos dados preliminares resultantes dos experimentos de
hibridizagao in situ, verificamos que o nucleo LMAN, tanto em machos quanto em
fémeas de blue capped cordon bleu, apresentou os maiores volumes nos primeiros
30 dias do desenvolvimento e depois pareceu regredir até a idade adulta. Esta
regressao pode estar associada ao fato do LAMN ser um nucleo importante para o
aprendizado do canto, aprendizado este que envolve tanto a memorizagao do canto
(fase sensorial) quanto a reprodugao do mesmo (fase sensoério-motora) (BOTTJER
et al., 1984). Portanto, pode-se supor que em blue capped cordon bleu, LMAN & um
nucleo extremamente importante para a formagdao da memaria do canto, e que o
mecanismo de formagdo da memodria € similar em ambos os sexos. Em zebra
finches, LMAN também é essencial para a formagdo da memaria do canto tanto em
machos quanto em fémeas e esta formagdo da memodria parece ocorrer nos
primeiros 35 dias do desenvolvimento, ja que apds este periodo o volume de LMAN
decresce em 48% até a idade adulta (MILLER, 1979; BOHNER, 1990; NIXDORF-
BERGWEILLER, 1996).
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5 CONCLUSAO

* As técnicas de Nissl e de hibridizacao in situ radioativa foram
eficazes na marcacdo dos nucleos telencefalicos relacionados ao canto:
centro vocal superior (HVC), nucleo robusto do arcopalio (RA) e nucleo

magnocelular lateral do nidopalio anterior (LMAN).

* A morfologia do sistema do canto do Uraeginthus
cyanocephalus é semelhante a de espécies relacionadas filogeneticamente e

que ja foram bem descritas na literatura.

e Com base nos dados oriundos dos cortes destinados a
coloracao de Nissl, ndo houve alteracdo volumétrica significativa de HVC ao
longo do desenvolvimento de machos e fémeas de Uraeginthus
cyanocephalus. Entretanto, o RA dos machos de Uraeginthus cyanocephalus
cresceu (>2x) entre os 20 dias pos-eclosdo e a idade adulta. Nenhuma

mudanca foi observada nas fémeas.

* O HVC de Uraeginthus cyanocephalus adulto é sexualmente
dimorfico, ao passo que RA nao apresentou, de modo significativo,

comportamento dimoérfico.

e O fato de RA nado ter apresentado um comportamento
sexualmente dimorfico pode ser devido a utilizagdo de um pequeno grupo

amostral.

* Os dados resultantes dos cortes destinados a hibridizagao in
situ nao puderam ser quantificados por estarem incompletos. Mais estudos
Sao necessarios para que possamos estabelecer alguma hipdtese com

relacao a esses dados.
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e Tanto o HVC quanto o RA das fémeas de Uraeginthus
cyanocephalus, durante a fase sensoério-motora do canto (50 dias pos-
eclosdo), é significativamente maior que o das fémeas de Taeniopygia

guttata.
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ANEXO |

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

absoluto com 10 ml de agua destilada.

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

a 30 ml de agua destilada.

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

em 80 ml de agua destilada.

4. Tionina 0,1%
Para o preparo de tionina 0,1%, misturava-se 250 mg de tionina em 250 ml de

agua destilada em misturador, até todo o soluto ser dissolvido.
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ANEXO I

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

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

2. DEPC-H20

Para cada 1,0 | de agua destilada, adiciona-se 1,0 ml de DEPCT(Sigma D-
5758)o 1,0 liter H,O 4est add 1,0 ml DEPC (Sigma D-5758). Misturar bem e incubar
overnight em temperatura ambiente. No dia seguinte, a mistura deve ser

autoclavada.

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

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

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

Armazenar em freezer com temperatura a -20°C.

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

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

em freezer com temperatura de - 20°C.

7. Solucdo RNA-t-yeast
Para preparr 1,0 ml de solugdo, dissolve-se 50,0 mg de RNA-t-yeast

(Invitrogen 15401-029) em DEPC-H,O até completar 1,0 ml de solugao.
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Posteriormente, a solugdo deve ser armazenada em freezer com temperatura de -
20°C.

8. Tampao de hibridizagao-2x

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

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

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

9. Solugao Ficoll 6%
Para o prepro de 1,0 ml de solugéo Ficoll 6%, deve-se misturar 60,0 mg de

Ficoll (Sigma F-2637) em DEPC-H,O até completar 1,0 ml. Armazenar a mistura a -
20°C.

10. Tiosulfato de sddio 10%
Diluir 100 mg de tiosulfato de sodio (Sigma S-1648) em agua DEPC-até

atingir o total de 1,0 ml de solugdo. Armazenar em freezer com temperatura de -
20°C.

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

12. rCTP 0,1 mM
Dissolver 1,0 yl de rCTP 10 mM (Promega P114B) ou de Riboprobe
Combination System SP6/T7 (Promega P 1460) em 99,0 ul de agua DEPC. Guardar

a solucao em freezer -20°C.

13. rNTP-Mix 2,5 mM
Misturar 100 ul de rATP 10 mM com 100 ul rGTP de10 mM, 100 ul de rUTP
10 mM e 100 pl de agua DEPC. Armazenar a -20°C.
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Algumas das solugdes utilizadas ja s&o vendidas prontas para o uso e séo as
seguintes: solugdo de BSA a 2% (Sigma B-8894); solugdo de DNase (Promega
M610A ou P1460); solugcao de ditiotreitol a 0,1 M (Promega P117B), solu¢ao de 0,5
M EDTA (Sigma E-7889); etanol absoluto (Rotipuran 99,8 p.A.); solucao de NaCl 5
M; polimerase SP6 (Promega P108B), T7 (Promega P207B) ou Riboprobe
Combination System SP6/T7 (Promega P 1460); solugdo RNasina (Promega
N251A); DNA de salméao; solugao SDS 10% (Invitrogen 15553-027); Tris-HCI 1M
(Sigma T-2663); solugcao de TSC 5x (Promega P118B).



