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RESUMO 

Um dos maiores eventos sazonais do planeta é a migração de aves partindo do polo Ártico 

em direção ao hemisfério sul fugindo do inverno e retornando ao Ártico durante a 

primavera para o período reprodutivo. Bilhões de indivíduos precisam se lembrar das 

rotas aprendidas durante essa jornada épica, e encontrar os mesmos lugares para descansar 

e se alimentar. Esses pássaros podem navegar milhares de quilômetros com grande 

precisão, utilizando-se de suas memórias espacial e temporal associadas ao hipocampo, 

uma área-chave para a realização dessa tarefa. Recentemente, demonstramos que o 

maçarico semipalmado Calidris pusilla, depois de atravessar o Atlântico em direção à 

costa da América do Sul, revelou mudanças significativas em seus astrócitos do 

hipocampo. De fato, os astrócitos do hipocampo das aves capturadas no litoral de 

Bragança no Brasil, em comparação com os do hipocampo de indivíduos capturados na 

Baía de Fundy, no Canadá, eram menos numerosos e exibiam ramos encolhidos. No 

presente trabalho, utilizamos outro maçarico semipalmado, o Charadrius semipalmatus, 

que apesar de ter os mesmos pontos de início e término de migração do C. pusilla, usa 

uma estratégia migratória diferente, realizando um voo sobre o continente com paradas 

para descanso e alimentação ao longo da rota. Apropriando-nos da oportunidade oferecida 

pelos voos migratórios contrastantes, testamos a hipótese de que os astrócitos de pássaros 

em período de invernada da espécie C. semipalmatus capturados no litoral de Bragança 

(Brasil) mostrariam maiores complexidades morfológicas do que os astrócitos do 

hipocampo dessas aves migratórias capturadas na Baía de Fundy (Canadá). Baseados no 

fato de que as paradas para repouso e alimentação, assim como a mudança constante na 

paisagem constituiriam um ambiente enriquecido esperávamos encontrar um aumento da 

complexidade em C. semipalmatus em vez da redução em complexidade encontrada 

previamente em C. pusilla. Para testar essa hipótese, comparamos as características 



morfológicas tridimensionais (3-D) dos astrócitos do C. semipalmatus adultos capturados 

na Baía de Fundy (n = 265 células) com as das aves capturadas na região costeira de 

Bragança, Brasil, durante o período de invernada (n = 242 células), e comparamos com 

os resultados obtidos com o C. pusilla. O programa Neurolucida foi utilizado para 

reconstruções tridimensionais e a análise de agrupamentos hierárquicos de astrócitos foi 

usada para classificar células. Essa análise mostrou duas famílias de astrócitos, que 

denominamos Tipo I e Tipo II, com base em várias características morfológicas. 

Contrariando nossa expectativa, os fenótipos Tipo I e Tipo II mostraram em média, 

independente da espécie, menor complexidade morfológica após a migração e essa 

variação foi significativamente maior no Tipo I do que no Tipo II. As magnitudes dessas 

alterações na complexidade morfológica foram significativamente maiores em C. pusilla 

do que em C. semipalmatus. Em conjunto, essas descobertas sugerem que estratégias 

contrastantes de voo migratório de longa distância podem afetar diferencialmente a 

morfologia dos astrócitos e que morfologias distintas de astrócitos podem estar associadas 

a diferentes papéis funcionais durante a migração. 

Palavras-chave: aves marinhas, migração, hipocampo, morfologia dos astrócitos, 

Charadrius semipalmatus, Calidris pusilla. 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

One of the largest seasonal events on the planet is the migration of birds from the Arctic 

to the southern hemisphere fleeing from winter and returning to the Arctic during the 

spring to the breeding season. Billions of individuals need to remember the routes learned 

during this epic journey and find the same places to rest and feeding. These birds can 

navigate thousands of miles with great accuracy, utilizing their spatial and temporal 

memories associated with the hippocampus, a key area for accomplishing this task. 

Recently, we have shown that the semipalmated sandpiper Calidris pusilla, after crossing 

the Atlantic towards the coast of South America, revealed significant changes in its 

hippocampal astrocytes. In fact, the hippocampal astrocytes of birds captured on the coast 

of Bragança in Brazil, compared with those of the hippocampus of individuals caught in 

the Bay of Fundy, Canada, were less numerous and exhibited shrunken branches. In the 

present work, we used another semipalmated shorebird, Charadrius semipalmatus, 

which, although having the same start and end points of C. pusilla migration, uses a 

different migratory strategy, performing a flight over the continent with stops for rest and 

feeding. Taking advantage of the opportunity offered by contrasting migratory flights, we 

tested the hypothesis that wintering bird species of the C. semipalmatus caught on the 

coast of Bragança (Brazil) would show greater morphological complexities than the 

hippocampal astrocytes of these migratory birds captured in the Bay of Fundy (Canada). 

Since the stands for food and rest, as well as the constant change in the landscape would 

constitute an enriched environment of multisensory stimuli, we expected to find in the 

individuals of C. semipalmatus captured in Bragança, an increase of the complexity, in 

opposition to the reduction in complexity previously found in C. pusilla. To test this 



hypothesis, we compared the three-dimensional (3-D) morphological characteristics of 

the adult C. semipalmatus astrocytes captured in the Bay of Fundy (n = 265 cells) with 

those of wintering birds captured in the coastal region of Bragança, Brazil, (n = 242 cells), 

and compared with the results obtained with C. pusilla. The Neurolucida program was 

used for three-dimensional reconstructions and the hierarchical cluster analysis (Ward’s 

method) was used to classify cells. This analysis showed two families of astrocytes, which 

we designated Type I and Type II, based on several morphological characteristics. 

Contrary to our expectations, Type I and Type II phenotypes showed, on average, 

independently of the species, lower morphological complexity after migration, and this 

reduction was significantly higher in Type I than in Type II. The magnitudes of these 

changes were significantly higher in C. pusilla than in C. semipalmatus. Taken together, 

these findings suggest that contrasting long-distance migratory flight strategies may 

differentially affect the astrocyte morphology and that distinct astrocyte morphologies 

may be associated with different functional roles during migration. 

Key words: seabirds, migration, hippocampus, astrocyte morphology, Charadrius 

semipalmatus, Calidris pusilla. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. A Espécie Charadrius semipalmatus como Modelo de Investigação da 

Neuroecologia de Aves Marinhas Migratórias 

 

A migração das aves envolvendo bilhões de indivíduos, estendendo-se do Ártico até à 

Antártica (Louchart 2008), é um dos maiores acontecimentos sazonais do planeta 

(https://www.youtube.com/watch?v=mDz3w3PwVtg). Normalmente essas rotas migratórias 

interconectam pontos de reprodução e invernada. Cerca de 40 espécies que habitam e se 

reproduzem no Hemisfério Norte migram para o Hemisfério Sul durante o inverno (Mestre 

2007, Campos 2008).  Durante a temporada de reprodução, a espécie migra em direção norte e 

retorna às regiões árticas e subárticas da América do Norte. Nesse período, essas aves se 

reproduzem em áreas entre o Alasca e Nova Escócia (Sick 1997).   

 

A migração ocorre em pequenos ou grandes grupos até alcançarem o Caribe, a América 

Central e a Costa brasileira (Nobrega, Aguiar et al. 2015). Tais migrações, quando de longas 

distancias, podem ser feitas de duas principais maneiras: a primeira é feita em voos diretos, sem 

paradas, a exemplo da espécie Calidris pusilla (Figura 1a). Essa espécie completa um voo sem 

parada de mais do que 5000 Km sobre o atlântico desde a costa leste da América do Norte até 

alcançar a costa Norte e Central da América do Sul (Hicklin 2010, Brown 2014). A segunda é 

realizada com múltiplas paradas para descanso e alimentação, e um exemplo dessa estratégia 

migratória é a do Charadrius semipalmatus (Figura 1b). Esse modelo de migração parece 

envolver maior diversidade de ambientes e menor esforço sustentado, reduzindo o stress 

encontrado nos voos ininterruptos.  

Umas das primeiras hipóteses para tentar entender os motivos que levam aves 

migratórias empreenderem longas e perigosas jornadas, como a migração do norte da América 

do Norte até o sul da América do Sul, defendia que tais aves precisariam empreender migrações 

sazonais por não possuírem capacidade cognitiva suficiente para lidar com as mudanças 

drásticas de temperatura (Sol, Lefebvre et al. 2005). Mais recentemente, outro possível motivo, 

mais razoável, demonstra que ninhos de aves migratórias em locais com maiores latitudes 

apresentam um menor risco de predação (McKinnon, Smith et al. 2010), indicando fortes razões 

para a realização de tais jornadas periódicas. 

 

https://www.youtube.com/watch?v=mDz3w3PwVtg
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O Charadrius semipalmatus, popularmente conhecido como Batuíra-de-Bando, 

pertence à família Charadriidae e à ordem dos Charadriiformes. Indivíduos adultos dessa 

espécie tem peso e tamanho que variam entre 28 e 69g e 17 e 19cm (Van Gils 1996, Smith 

2000).  

 

Essa espécie é territorialista, geralmente gregária, com dimorfismo sexual bem definido 

na coloração da plumagem e comprimento das asas. Os adultos possuem as plumagens 

superiores marrom escuras e as inferiores brancas em ambas as temporadas, de reprodução e de 

invernada. As fêmeas são ligeiramente maiores do que os machos (Cramp 1983, Teather 1997 

, Nol 1999  ) 

 

 

Figura 1. A- Imagem de um exemplar da espécie Calidris pusilla (Diniz, Magalhaes et al. 2016) B- 

Imagem de um exemplar da espécie Charadrius semipalmatus (Fonte: https://www.allaboutbirds.org). 

 

 

Nos seus habitats de reprodução, essa ave prefere ocupar áreas abertas em terrenos de 

areia ou musgosos. Na Baía de Fundy, o primeiro ponto de parada rumo ao litoral brasileiro, 

seus principais habitats são arenques, salinas e lamas. Já em solos onde passam o período de 

invernada, seus habitats incluem praias, lagos e baías (Hicklin 1987, Nol 1999  ).  

 

Com o objetivo de se proteger do rigoroso inverno nas regiões árticas, essa espécie viaja 

até a Baía de Fundy (Canadá), e então até a terra do fogo (Argentina), com vários pontos de 

parada para descanso (Figura 2). Tais pontos de parada estão distribuídos ao longo da costa dos 

Estados Unidos e Caribe, alcançando a costa brasileira entre agosto e setembro, permanecendo 

até março e abril (Sick 1997, Nol 1999  , Barbieri 2000). 

 

Existe uma enorme diversidade de sítios de parada na costa brasileira, desde o estado 

do Amapá até o Rio Grande do Sul, sendo esses pontos fundamentais para a conservação dessas 

A B 

https://www.allaboutbirds.org/
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espécies (Telino-Júnior 2003). Tais pontos de parada selecionados ao longo da migração em 

direção Sul, com temperaturas mais amenas, são fonte de alimentos que garantem o acúmulo 

de energia necessária ao término da viagem (Azevedo-Júnior 2001a.) 

  

 

 

 

Figura 2. Mapa identificando as áreas de reprodução (em amarelo) e as áreas de invernada (em azul) 

habitadas pela espécie Charadrius semipalmatus. (Modificado de NatureServe - 2007).  

 

 

O norte do Brasil é considerado uma importante porta de entrada para muitas dessas 

aves (Azevedo-Júnior 1994.) e o nordeste paraense é um dos sítios eleitos para invernada, por 

apresentar grande disponibilidade de alimentos para acúmulo da reserva energética necessária 

à migração de volta ao Ártico, além de possuir clima adequado para a troca de penas.  A costa 
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de Bragança em particular, é eleita por uma variedade de espécies de aves marinhas migratórias 

incluindo o Charadrius semipalmatus, de particular interesse para o presente trabalho. 

 

1.2. Aves migratórias e circuitos neurais envolvidos na navegação: a importância do 

hipocampo 

 

Aves migratórias podem navegar milhares de quilômetros com enorme precisão. Tal 

navegação é um processo complexo que envolve a integração de muitas fontes de informação 

sensorial especializadas, provenientes de pistas disponíveis nos espaços próximos e distantes 

(Frost and Mouritsen 2006).  

 

Uma literatura vasta e crescente demonstra que a formação hipocampal das aves é 

essencial para a memória e o aprendizado espacial (Sherry, Vaccarino et al. 1989, Colombo, 

Cawley et al. 1997, Gagliardo, Ioale et al. 1999, Shiflett, Smulders et al. 2003, Kahn and 

Bingman 2009, Herold, Coppola et al. 2015). Um exemplo convincente de tal envolvimento, é 

o de que o hipocampo de pássaros que estocam alimentos possui um volume maior do que o 

dos pássaros que não estocam (Krebs, Sherry et al. 1989). Um outro exemplo é o de que espécies 

de pássaros migratórios também apresentam um volume hipocampal maior quando comparados 

ao hipocampo dos pássaros que não migram (Pravosudov, Kitaysky et al. 2006).  Esse volume 

é calculado tendo em conta o volume telencefálico total para que se estime a razão entre os 

volumes do hipocampo e do telencéfalo, removendo assim possível viés induzido pela variação 

de tamanho dos espécimes coletados. Essa razão (hipocampo/telencéfalo) é maior nos pássaros 

que estocam alimentos e naqueles que migram quando comparamos com as razões estimadas 

para as aves que não estocam alimentos ou que não migram.  

 

Em humanos, já foi demonstrado mudanças na volumetria hipocampal relacionado à 

memória espacial. Com o uso de ressonância magnética, foi observado correlação entre o 

volume do hipocampo posterior e o tempo de trabalho em taxistas (Maguire, Gadian et al. 2000) 

e entre taxistas e motoristas de ônibus (Maguire, Woollett et al. 2006). Essas modificações 

ocorridas no hipocampo são fortemente relacionadas ao uso e construção de mapas espaciais 

de orientação (Erickson, Voss et al. 2011, Schriber, Anbari et al. 2017, Bootsman, Skinner et 

al. 2018). 
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Muitos estudos sugerem que o hipocampo atua como um centro de integração 

multissensorial, interagindo com estruturas que contem mapas e bússolas, controlando 

constantemente as direções e alvos da migração (Figura 3), revisado por (Mouritsen, Heyers et 

al. 2016). Algumas áreas do cérebro das aves, com conexões com o hipocampo, podem suscitar 

homologias com o cérebro dos mamíferos. A área corticoidea dorsolateral, por exemplo, é 

comparável ao giro cingulado do mamífero. Já o nidopalium é comparável ao córtex pré-frontal 

(Csillag and Montagnese 2005).  O entopalium, frequentemente comparado à via geniculo-

estriado no primata causa, quando lesionado, prejuízo em tarefas de discriminação espacial 

(Watanabe, Mayer et al. 2011). Algumas outras áreas, como o hyperpalium, ainda não possuem 

evidências suficientes para sustentar alguma homologia com alguma área específica do cérebro 

do mamífero. 

 

 

 

Figura 3. Circuitos neurais que colocariam o hipocampo como um centro de processamento, integração 

e recuperação de informações sobre mapas e bússolas, envolvidas no processo de migração. 

Abreviaturas: CDL, corticoidea dorsolateral; Ei,entopallium interno; Ep, faixa entopallia; Ha, 

hyperpallium apical; HD, hyperpallium dorsolateral; HI, hiperpallium intercalado; IHA, núcleo 

intersticial do HA; MD, mesopallium dorsal; NB, núcleo basal; NFL, nidopallium frontolateral; NFT, 

parte trigeminal do nidopallium frontal; NIL, nidopallium intermédio lateral; OB, bulbo olfatório. 

(Mouritsen, Heyers e Gunturkun, 2016). 

 

 

A migração em si mesma exige um conjunto de habilidades cognitivas de alta hierarquia 

para as quais a contribuição do hipocampo como centro integrador é fundamental. 
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Características peculiares da formação hipocampal das aves, sugerem que ela se desenvolveu 

em resposta às pressões seletivas particularmente relevantes para o repertório comportamental 

associado à sobrevivência, dentre eles os mecanismos associados às funções cognitivas (Herold, 

Coppola et al. 2015).  

 

Experimentos iniciais com pombos demonstraram que a integridade hipocampal é 

essencial para o aprendizado espacial e o reconhecimento de locais familiares, com um alcance 

de 10 a 20 Km (Gagliardo, Vallortigara et al. 2005) (Vallortigara et al., 2003; Bingman, Cheng, 

2005), e que a navegação em ambientes não familiares não depende da integridade do 

hipocampo (Wallraff, 2005). Recentemente, foram encontrados resultados consistentes com os 

achados acima, demonstrando que lesões hipocampais não parecem afetar a orientação da 

navegação em ambientes não familiares (Gagliardo, Ioale et al. 2009).  

 

A contribuição do hipocampo permite a construção de mapas a partir de pontos de 

referência que podem ser prontamente reconhecidos (Gagliardo, Ioale et al. 1999), sendo esses 

pontos de referência relevantes para migrantes em ambientes familiares e durante a fase de 

aproximação na migração de longas distâncias. Nesse sentido já está consolidada a noção de 

que a complexidade da paisagem é um fator chave para a fidelidade de rotas, e que pombos 

formam memórias de maneira mais precisa quando a complexidade da paisagem é 

intermediária, nem muito alta e nem muito baixa (Mann, Armstrong et al. 2014).  

 

Aparentemente os diferentes mecanismos de suporte à migração, como bússolas 

celestiais (solar e estelar) e magnéticas, são integrados na formação hipocampal (Mouritsen, 

Heyers et al. 2016). Ainda que as aves possam navegar durante algum tempo sem o hipocampo 

intacto, a implementação de medidas corretivas na rota de migração a partir de informações 

novas só se materializa em aves com formação hipocampal íntegra (Gagliardo, Ioale et al. 

2009).  

 

Embora não exista uma descrição exata do tipo de informação utilizada na migração 

realizada pelo C. semipalmatus, é muito provável que as disponíveis ao longo da jornada 

incluam pistas visuais e bússolas celestiais e magnéticas, de modo que a direção, a busca e o 

reconhecimento dos diversos sítios de parada, tanto quanto o alvo final, sejam eficientes. 
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Durante a migração, as aves podem usar dois tipos de bússolas celestiais: a solar e a 

estelar. O uso da bússola solar é relativamente simples e para que seja estabelecida, a ave precisa 

relacionar a posição do sol com seu ciclo circadiano (Wiltschko and Wiltschko 2009). A 

informação essencial é o azimute solar (Figura 4). Como o azimute muda durante o dia, devido 

ao movimento de rotação da terra, as aves necessitam de um “relógio interno” para estabelecer 

uma direção de voo dependente da hora do dia (Wiltschko and Wiltschko 2009).  

 

 

Figura 4. Representação esquemática do azimute. O azimute solar E, para o observador no centro da 

esfera, é o ângulo/distância entre o ponto de referência N (norte) e o vetor projetado verticalmente a 

partir do sol. (modificado de (M.H. Marhaban 2014). Com o movimento da terra, no eixo norte-sul, o 

sol muda de posição (leste no início da manhã e oeste no fim da tarde), e consequentemente seu azimute. 

Uma vez que essa movimentação é diária e previsível, os pássaros aprendem a associar esse 

deslocamento com o seu ciclo circadiano, permitindo a utilização do sol na orientação da navegação. 

 

 

Primeiro foi demonstrado que as aves se orientavam pelo sol (Kramer 1950) e 

posteriormente foi demonstrado a associação da bússola solar com o ciclo circadiano(Schmidt-

Koenig 1958). Nesse experimento de 1958, aves foram confinadas em uma sala com períodos 

luminosos adiantados ou atrasados em 6 horas, com o objetivo de reiniciar o “relógio interno” 

desses animais. Uma vez liberadas, as aves interpretaram a posição do sol com um erro paralelo 

ao erro temporal ao qual foram submetidas (Figura 5), demonstrando inequivocamente que o 

uso da bússola solar requer o uso do “relógio interno”. 
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Figura 5. Aves foram liberadas ao norte, e o ponto de destino é indicado pelas linhas pontilhadas. As 

setas representam os vetores médios, os símbolos (círculos) abertos representam os pássaros controles, 

e os fechados representam os pássaros que tiveram o “relógio interno” alterado em 6 horas. (Adaptado 

de Schmidt-Koenig, 1958). 

 

 

 Já os pássaros migratórios noturnos usam a bússola celestial. Para usar esse tipo de 

bússola, as aves precisam observar e assimilar a informação da rotação dos pontos de luz no 

céu, e interpretam o centro como o Norte (Emlen 1975). Diferentemente da bússola solar, o uso 

da bússola celestial não requer o uso do “relógio interno” (Emlen 1967). 

 

Em um experimento clássico demonstrando o uso da bússola celestial, dois grupos de 

aves foram criadas em um planetário; para um grupo, o “céu” foi rotacionado em torno da 

estrela Polaris, simulando uma situação natural; para o outro grupo, o “céu” foi rotacionado em 

torno da estrela Betelgeuse, uma estrela da constelação de Orion. Quando posteriormente 

testados sob o planetário parado, o primeiro grupo se direcionou para o seu sul migratório, se 

afastando da estrela Polaris, enquanto o segundo se afastou da estrela Betelgeuse (Figura 6) 

(Emlen 1970). Nessa tarefa, o próximo passo é o aprendizado da geometria relativa ao centro 

de rotação de modo que, durante a migração, já não precisem mais observar a rotação para 

detectar o Norte (Mouritsen and Larsen 2001). 
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Figura 6. Demonstração da rotação celestial como referência na migração. C representa a orientação de 

aves controle com o planetário rotacionando em torno da estrela Polaris. E representa a orientação de 

aves com o planetário rotacionado em torno da estrela betelgeuse, plotado em relação à Polaris (meio) 

e à Betelgeuse (direita) (Emlen, 1970). 

 

 

A exemplo do que foi dito acima, uma estratégia de memórização fotográfica 

(memorização da geometria estelar) seria usada para detectar o centro de rotação celestial 

(Alert, Michalik et al. 2015), onde a bússola celestial funcionaria comparando o padrão atual 

das estrelas com o padrão memorizado, usando essa habilidade para a orientação espacial 

(Pecchia, Gagliardo et al. 2011). Dando suporte indireto a essa ideia, foi reportado que alguns 

neurônios do núcleo geniculado lateral dorsal são ativados em baixa luminância (Yang, Zhang 

et al. 2005).  

 

Essas células podem assim contribuir para a percepção do céu noturno estrelado, onde 

o hipocampo integraria as características visuais do ambiente com a informação espacial, 

estocando e recuperando essa informação para construir uma meta navegacional (Figura 7) 

(Kahn and Bingman 2009). 

 



 
 

10 
 

 

 Figura 7. Modelo esquemático mostrando as vias neurais envolvidas no processamento da bússola 

celestial. Abreviaturas: CDL, corticoidea dorsolateral; Ei, entopallium interno; Ep, faixa entopallia; 

GLd, geniculado lateral dorsal; Ha, hyperpallium apical; HD, hyperpallium dorsolateral; HI, 

hiperpallium intercalado; IHA, núcleo intersticial do HA; MVL, mesopallium ventrolateral; NFL, 

nidopallium frontolateral; NIL, nidopallium intermédio lateral; Rt, núcleo rotundus (Mouritsen, Heyers 

e Gunturkun, 2016). 

 

 

Curiosamente, foi demonstrado, em pombos, que o hipocampo esquerdo é suficiente 

para o aprendizado da bússola solar. No entanto, uma vez aprendido, o uso dessa bússola requer 

o hipocampo direito (Gagliardo, Vallortigara et al. 2005). Entretanto, foi sugerido recentemente 

uma transposição da assimetria das vias visuais para dentro da circuitaria hipocampal, sem a 

lateralização propriamente dita do hipocampo (Jonckers, Gunturkun et al. 2015), como sugere 

o trabalho anterior. 

          

De forma semelhante, o hipocampo está envolvido no processamento e uso da bússola 

magnética. A bússola magnética nas aves é dependente de luz com comprimentos de onda 

curtos, entre 360nm e 565nm. Fora desse espectro, as aves perdem a capacidade de orientação 

magnética (Wiltschko and Wiltschko 2007). A hipótese mais difundida para orientação 

empregando a bússola magnética é a de que os sensores magnéticos estariam localizados na 

retina, onde neurônios contem pelo menos quatro diferentes criptocromos (Moller, Sagasser et 

al. 2004, Liedvogel and Mouritsen 2010). Tem sido sugerido que os criptocromos atuam como 

magnetoreceptores primários, essenciais ao uso da bússola magnética luz-dependente em aves 
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migratórias (Ritz, Wiltschko et al. 2009).  A luz azul ou verde estimula os elétrons dessa 

proteína a produzir pares de radicais cujo sentido de rotação dos elétrons respondem ao campo 

magnético (para revisão, ver (Liedvogel and Mouritsen 2010). Além disso, foi encontrado 

recentemente uma proteína (magR), que além de ter expressão co-localizada com criptocromos, 

forma um complexo em forma de nano bastão com essas proteínas fotoativas, que é orientado 

do norte ao sul, como uma bússola de agulha (Figura 8) (Qin, Yin et al. 2016). É sugerido assim, 

que as aves detectem as linhas do campo magnético terrestre de forma parecida àquela que 

usamos quando percebemos a direção acima e abaixo devido à força da gravidade (Wiltschko 

and Wiltschko 2009). 

 

 

Figura 8. O modelo de biobússola magnética. Nesse modelo de navegação, o sensor magnético 

composto pelo complexo Cry/MagR atua como uma bússola magnética que detecta a informação do 

campo magnético terrestre com polaridade, intensidade e inclinação. Os ângulos de inclinação (I) e a 

intensidade do campo magnético são indicados pela direção e comprimento das setas (Vermelho no 

Norte e azul no Sul). A linha preta indica o eixo de rotação da terra. Esse modelo de bússola magnética 

foi testado em borboletas e pombos. (Modificado de Qin et al., 2016). 
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Corroborando as evidências da participação desse sistema molecular retiniano na 

orientação magnética, as células ganglionares retinianas e o cluster N são as partes mais ativas 

do cérebro quando pássaros migratórios noturnos usam informação magnética para orientação. 

O Cluster N é uma região que recebe informação dos olhos pela via talamofugal (Mouritsen, 

Feenders et al. 2005, Zapka, Heyers et al. 2009). Esse seria o caso também do C. semipalmatus 

uma vez que eles voam também à noite. Coerentemente, pássaros migratórios noturnos com o 

cluster N inativado cirurgicamente, não conseguem usar a bússola magnética (Liedvogel, 

Feenders et al. 2007). Além da informação magnética, a bússola de inclinação (ferramenta que 

detecta as inclinações das linhas do campo magnético) precisa de inputs de sensores 

gravitacionais, sugerindo um envolvimento do sistema vestibular (Wu and Dickman 2011). 

 

Como observado acima, a migração apresenta características em comum sendo a direção 

da meta/destino traçada preliminarmente e posteriormente localizada usando componentes 

navegacionais inatos e aprendidos. Mecanismos inatos, como a bússola magnética devem ser 

baseados em fatores estáveis e disponíveis de forma confiável. Já mecanismos como as bússolas 

solares e celestiais apresentam grande variedade temporal e espacial, requerendo das aves 

processos de adequação, obtidos por experiência (Wiltschko and Wiltschko 2009). A medida 

que as aves se aproximam de seus nichos reprodutivos no hemisfério norte, é essencial que as 

bússolas de diferentes origens e as pistas locais sejam combinadas para garantir maior precisão 

na localização espacial. 

A integração desse conjunto de informações é sugerida ocorrer no hipocampo, que 

receberia informação magnética do cluster N e informação gravitacional do núcleo talâmico 

posterior (Ver Figura 3) (Mouritsen, Heyers et al. 2016). Essas ações envolvendo o hipocampo 

podem ser fonte de alterações moleculares e celulares envolvendo circuitos hipocampais 

afetando forma e função de células neurais e gliais. No presente trabalho examinamos parte 

dessas alterações com foco na morfologia dos astrócitos, uma célula chave nos processos 

metabólicos envolvendo a oferta de energia e controle do microambiente em torno das sinapses 

dos circuitos neuronais envolvidos com o processo migratório. 
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1.3. A Formação Hipocampal das Aves 

 

O hipocampo é uma estrutura altamente conservada através das espécies (Figura 9) 

(Manns and Eichenbaum 2006) e é considerado central no entendimento das bases neurológicas 

da memória (Moscovitch, Cabeza et al. 2016) e na orientação durante a navegação nas aves 

(Sherry, Vaccarino et al. 1989, Atoji, Wild et al. 2002, Kahn and Bingman 2009, Herold, 

Coppola et al. 2015). 

O prosencéfalo dorso medial em aves é uma área reconhecidamente homóloga ao 

hipocampo do mamífero, além de possíveis homologias ao córtex entorrinal (Atoji, Wild et al. 

2002, Atoji and Wild 2006). Corroborando essas ideias, tem sido confirmado por estudos de 

expressão gênica (Puelles 2001, Gupta, Maurya et al. 2012, Abellan, Desfilis et al. 2014) que o 

hipocampo de aves e mamíferos possui a mesma origem embrionária e são amplamente 

homólogos (Belgard, Montiel et al. 2013), implicando assim que suas funções sejam altamente 

conservadas. 

Atoji e Wild (2004) demonstraram, baseado em conectividade anatômica, que a área 

dorsomedial da formação hipocampal das aves é semelhante ao subiculum e aos Cornos de 

Amon (CAs) do mamífero, enquanto a camada em forma de “V” na porção ventromedial é 

similar ao giro denteado (Atoji and Wild 2004). Em trabalho mais recente, usando toxina 

colérica e expressão de RNAm de receptores glutamatérgicos, foi corroborada a analogia entre 

o “V” hipocampal do pássaro e o giro denteado do mamífero, além da constatação de que 

circuitaria glutamatérgica entre o hipocampo e o septo existente nos mamíferos também existe 

nas aves. Foi demonstrado ainda a ausência de conexões entre o septo lateral e o “V” 

hipocampal nas aves, também inexistente entre o septo e o giro denteado nos mamíferos (Atoji 

2016). 

Alguns trabalhos prévios estabeleceram definições e subdivisões na área hipocampal de 

algumas aves (Figura 10). Atoji e Wild descreveram as subdivisões da formação hipocampal 

em pombos usando o método de coloração de Nissl (Atoji and Wild 2004), e posteriormente 

usando imunomarcação para vGluT2, que demonstrou que muitos neurônios nessa área 

expressam vGluT2 intensamente, em especial o V hipocampal (Atoji 2016).  

 

 Recentemente, Diniz, e colaboradores, baseados no trabalho em pombos (Atoji and 

Wild, 2006) propuseram o parcelamento da formação parahipocampal e hipocampo 

propriamente dito na espécie de maçarico Actitis macularia (Diniz, Magalhaes et al. 2016), 
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presumindo analogia entre essas aves. O hipocampo propriamente dito foi delimitado ventral e 

lateralmente pelo ventrículo lateral, enquanto os limites dorsal e caudal correspondem à 

superfície cerebral. O limite medial foi definido pela fissura inter-hemisférica. Já o limite 

inferior foi definido por uma acentuada mudança na densidade celular na região do V 

hipocampal, próximo à área septal. A área parahipocampal foi localizada dorsal e lateralmente 

ao hipocampo, definida medialmente pelo sulco paraventricular (Diniz, Magalhaes et al. 2016). 

Esse argumento ganha força quando se constata que as duas principais conexões do 

hipocampo em mamíferos se dão com o córtex pré-frontal e com o septo. De fato, a região 

hipocampal das aves faz conexões com o nidopallium caudoateral, área homóloga ao córtex 

pré-frontal do mamífero (Gunturkun 2005, Mouritsen, Heyers et al. 2016) da mesma forma o 

hipocampo das aves projeta para o septum (Atoji and Wild 2004, Atoji 2016), tal como acontece 

nos mamíferos (Allen and Fortin 2013).  

 

Embora o hipocampo seja estruturalmente diferente entre pássaros e mamíferos, sua 

função no componente espacial da memória parece ser altamente conservada (Striedter 2016). 

Um exemplo da contribuição hipocampal para a memória espacial e outras funções cognitivas 

é o de que a lesão hipocampal em pombos prejudica esses processos (Scarf, Millar et al. 2014). 

Além do envolvimento das conexões hipocampais na memória espacial (Atoji, Wild et al. 2002, 

Kahn and Bingman 2009), foi sugerido que o hipocampo do Taeniopygia guttata tem um papel 

na memória episódica da percepção do canto (Bailey and Saldanha 2010).  

 

Muitas das sinapses hipocampais mostram modificações associativas, como evidencia 

a “Long-Term Potentiation” (LTP) e a “Long-Term Depression” (LTD). A LTP é um fenômeno 

no qual a força da sinapse é potencializada por períodos prolongados seguindo breve, mas 

intensa ativação sináptica (Bliss and Lomo 1973). Já a LTD é uma redução duradoura, 

dependente de atividade, na eficácia sináptica (Massey and Bashir 2007). Essas modificações 

sinápticas são relacionadas ao aprendizado e à memória (Morris 2003, Jackson 2013).  

 

Os fenômenos da LTD e LTP já foram demonstrados em aves (Wieraszko and Ball 

1991, Wieraszko and Ball 1993, Margrie, Rostas et al. 1998, Margrie, Rostas et al. 1998), 

indicando o envolvimento dessa forma de plasticidade sináptica hipocampal nos processos de 

aprendizado (Margrie, Rostas et al. 1998).  
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Figura 9. Representação esquemática do hipocampo e giro denteado dos mamíferos e suas áreas 

homólogas nas aves. As diferentes cores e diferentes formas indicam áreas e expressões proteicas, 

respectivamente (Retirado de Gupta et al., 2012). 

 

 

O hipocampo de pombos em seu ambiente natural é maior do que os de pombos 

mantidos em cativeiro (Cnotka, Mohle et al. 2008), da mesma forma que em pássaros que 

estocam alimento que mostram um hipocampo maior quando comparado com aqueles de 

pássaros que não estocam (Krebs, Sherry et al. 1989, Sherry, Vaccarino et al. 1989). Essas 

observações de que a estimulação multissensorial enriquecida pelo ambiente natural e a 

formação e reconhecimento de pontos de referência em mapas construídos para localização 

espacial sugerem que o hipocampo é usado para navegação espacial (ver (Sherry and Hoshooley 

2010, Sherry and MacDougall-Shackleton 2015) para revisão). 
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Figura 10. A, expressão de vGluT2 na formação hipocampal do pombo, com o padrão de coloração 

semelhante ao Nissl. B, a formação hipocampal com 7 subdivisões: DL, dorsolateral; DM, dorsomedial; 

Ma, magnocelular; Pa, parvocelular; Po, região pobre em células; N, nidopalium; Tr, região triangular; 

V, camada em forma de V. Escala 1mm. C, apresenta a formação hipocampal do Actitis macularia 

imunomarcada para NeuN. A ponta de seta indica o limite da área parahipocampal e a seta indica o sulco 

paraventricular, o limite lateral do hipocampo. (Adaptado de Atoji et al, 2006). D, a formação 

hipocampal no Actitis macularia com as mesmas regiões da figura B, além de indicar as analogias ao 

córtex entorrinal, subiculum e giro denteado da formação hipocampal dos mamíferos. Escala:500µm. 

(Adaptado de Diniz et al., 2016). 

 

 

As funções hipocampais, são consequência da atividade neuronal e glial. Como o 

esforço de investigação anterior no hipocampo das aves foi concentrado nos neurônios, o 

presente projeto foi desenhado para investigar os astrócitos já que surgiram evidências recentes 

em mamíferos de que as células da glia, em particular os astrócitos e a micróglia, em condições 

homeostáticas são essenciais para a regulação da atividade sináptica (Allen 2014) para revisão). 

O astrócito em particular tem uma diversidade de funções que inclui suporte estrutural, 

metabólico e sináptico, contribuindo de maneira direta para a manutenção e regulação da 

homeostase cerebral, tanto quanto dos fenômenos de potenciação e depressão sinápticas 

associados à formação e consolidação de memória (para revisão (Sofroniew and Vinters 2010, 

Allen 2014, Rossi 2015). 
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1.4. Morfofisiologia dos Astrócitos 

 

           A glia compreende um conjunto celular não neuronal envolvido nas mais diversas tarefas 

do sistema nervoso central e periférico, sendo dividida em macróglia e micróglia. A macróglia, 

derivada de linhagem neural, é composta por oligodendrócitos, astrócitos, células de Schwann 

e células NG2, enquanto a micróglia, derivada do saco vitelino, é composta pelas micróglias, 

que são os macrófagos residentes do sistema nervoso central (Ver (Reemst, Noctor et al. 2016) 

para revisão). A taxa glia/neurônio varia entre as espécies, relacionada à grande variação dos 

tamanhos neuronais entre estruturas e espécies (Herculano-Houzel 2014). Dentre as células 

gliais, os astrócitos são os mais abundantes, além de apresentar uma grande diversidade entre 

espécies, entre as áreas onde são encontrados e mesmo entre as camadas dentro da mesma 

região  (Figura 11) (Oberheim, Wang et al. 2006, Khakh and Sofroniew 2015). 

 

 

Figura 11. Esquema ilustrativo da diversidade morfológica e das subclasses de astrócitos. Ia-Tanicito 

pial, Ib-Tanicito vascular, II-Astrócito radial, III-Astrócito marginal, IV-Astrócito protoplasmático, V-

Astrócito “velate”, VI-Astrócito fibroso, VII-Astrócito perivascular, VIII-Astrócito interlaminar, IX-

Astrócito imaturo, X-Ependimócito e XI-Célula do plexo coroide. (Modificado de Rechembach e 

Wolburg, 2005). 
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Os astrócitos representam 20–40% da população celular do cérebro. Com uma 

considerável variação, são mais numerosos do que os neurônios no córtex, e menos numerosos 

no cerebelo (Herculano-Houzel 2014). Além dessa diversidade em densidade, astrócitos 

também apresentam uma notável diversidade morfológica (Oberheim, Wang et al. 2006, Diniz, 

de Oliveira et al. 2016), permitindo sua atuação nas mais variadas funções dentro do SNC 

(Allen 2014, Khakh and Sofroniew 2015, Rossi 2015). 

 

A classificação de astrócitos em diferentes subtipos é tradicionalmente baseada na 

expressão de marcadores presumivelmente astrócito-específicos, que tornam possível a 

visualização celular por imunomarcação. Além da proteína acida fibrilar glial (GFAP), estão 

entre os marcadores mais usados a glutamina sintetase (GS), a Vimentina, os transportadores 

de glutamato astrocítico (GLAST/EAAT1 e GLT1/EAAT2) e a proteína ligante de cálcio 

S100β (Reichenbach, Derouiche et al. 2010).  Os níveis de expressão de GFAP variam bastante 

entre as áreas do cérebro. No hipocampo, por exemplo, cerca de 80% dos astrócitos 

protoplasmáticos expressam GFAP, um número elevado quando comparado aos 20% no córtex 

(Middeldorp and Hol 2011). 

 

Essas células estendem diversos processos que demarcam volumes corticais 

(Nedergaard, Ransom et al. 2003, Sofroniew and Vinters 2010), e alguns desses processos 

contatam as paredes da vasculatura, enquanto outros envolvem as sinapses (Magistretti and 

Allaman 2015). 

 

Os processos astrocíticos em contato com a vasculatura são chamados de pés terminais 

(end feet) (Figura 12), e é sugerido possuírem um papel metabólico importante para a 

manutenção da atividade neuronal adequada. Consistente com seu alto gasto energético, 

neurônios funcionam em uma elevada taxa de metabolismo oxidativo comparados à glia 

(Lebon, Petersen et al. 2002, Boumezbeur, Petersen et al. 2010). Embora os astrócitos, como 

dito acima, apresentem baixas taxas de metabolismo oxidativo comparados ao neurônio, eles 

apresentam uma elevada captação de glicose, caracterizando-os como células altamente 

glicolíticas (Itoh, Esaki et al. 2003, Bittner, Loaiza et al. 2010, Bolanos 2016). Essa elevada 

porção de glicose entrando nos astrócitos é liberada como lactato no meio extracelular (Bouzier-

Sore, Voisin et al. 2006, Lovatt, Sonnewald et al. 2007), de onde é transportado para o neurônio 

para produção de ATP, com o objetivo principal de manter o potencial de membrana e a 
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atividade sináptica (Hall, Klein-Flugge et al. 2012, Harris, Jolivet et al. 2012, Ivanov, Malkov 

et al. 2014). 

 

 

 

Figura 12. Imagem da neurovasculatura coberta por processos astrogliais. A, astrócitos imunomarcados 

para GFAP, com seus pés terminais (cabeças de setas vermelhas) tocando a vasculatura. A imagem no 

quadro superior direito apresenta um astrócito com dois processos vasculares. B, dupla marcação para 

aquaporina 4 (vermelho) e GFAP (verde). A aquaporina é uma proteína de membrana que forma canais 

específicos em astrócitos e a proteína ácida fibrilar glial – GFAP que compõe o citoesqueleto astrocítico. 

Escala: A:10µm; Quadro dentro da figura A: 40µm; B: 60µm. (Adaptado de Simard et al., 2003). 

 

 

A superfície neurovascular é densamente coberta pelos processos astrogliais, que 

contém elementos imunomarcados para GFAP. Tais pés terminais são distinguidos de outros 

processos por serem relativamente retos e sem ramificações (Simard and Nedergaard 2004) 

(Ver Figura 12), característica que contribui para uma menor complexidade nesse grupo celular.  
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É sugerido que os astrócitos estrelares em contato com as sinapses apresentam maior 

complexidade morfológica uma vez que essas células contatam grande quantidade de sinapses, 

para as quais os astrócitos regulam a homeostase (Newman 2003). Por exemplo, um único 

astrócito chega a contatar cerca de 100.000 sinapses no hipocampo de roedores (Bushong, 

Martone et al. 2002), podendo chegar a 2.000.000 em humanos (Oberheim, Takano et al. 2009). 

Além desse contato (astrócito – sinapse) que se estabelece no início do desenvolvimento e 

permanece na vida adulta, parece que os astrócitos pré-existentes modulam ainda sinapses de 

neurônios provenientes da neurogênese adulta (Krzisch, Temprana et al. 2015), contribuindo 

para a integração funcional e estrutural dessas novas células, através do controle da formação e 

maturação dendrítica, e da sobrevivência do neurônio recém-nascido (Sultan, Li et al. 2015). 

 

Dentro desse contexto, astrócitos liberam os chamados gliotransmissores, incluindo 

glutamato, d-serina, GABA e purinas (ATP e adenosina) (Nedergaard, Ransom et al. 2003, 

Halassa, Fellin et al. 2007, Shigetomi, Bowser et al. 2008, Perea, Navarrete et al. 2009, Parpura 

and Zorec 2010). Essa liberação de gliotransmissores ocorre em resposta às mudanças na 

atividade sináptica/neuronal e está associada à excitabilidade astrocítica e às mudanças na 

concentração de cálcio em seu interior (Di Castro, Chuquet et al. 2011, Santello, Cali et al. 

2012). Como dito acima, uma grande quantidade de sinapses pode ser examinada ao mesmo 

tempo, devido à alta complexidade astrocítica. 

 

A complexidade e diversidade astrocítica estão entre as características mais acentuadas 

do cérebro (Figura 13). Astrócitos protoplasmáticos humanos apresentaram um diâmetro três 

vezes maior e dez vezes mais processos primários do que os de roedores (Oberheim, Wang et 

al. 2006), e mesmo grandes diferenças na complexidade astrocítica já foram registradas na 

região hipocampal e giro denteado de roedores sob influência do ambiente, do exercício físico, 

e da idade (Diniz, de Oliveira et al. 2016, Diniz, Silva et al. 2016, Salois and Smith 2016, 

Fahimi, Baktir et al. 2017). 

 

Apesar de a maneira com que os astrócitos alcançam sua complexidade permanecer um 

mistério, evidencias apontam para um forte envolvimento neuronal. Além do envolvimento 

neuronal determinante na regulação do perfil molecular e funcional do astrócito (Farmer, 

Abrahamsson et al. 2016), o fator de crescimento de fibroblasto (FGF) derivado de neurônios 
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tem sido sugerido como um fator chave na elaboração morfológica dos astrócitos in vivo (Stork, 

Sheehan et al. 2014). 

   Em um experimento recente, foi transplantado no prosencéfalo de camundongos 

células progenitoras gliais humanas (Han, Chen et al. 2013). Tais células sobreviveram, 

migraram e originaram astrócitos, que apresentaram características, incluindo a morfometria, 

de astrócitos humanos no cérebro dos roedores. Surpreendentemente, os camundongos 

transplantados apresentaram uma melhora na LTP e no aprendizado, sugerindo uma potencial 

importância dos astrócitos nas acentuadas habilidades cognitivas humanas (Han, Chen et al. 

2013).  

Essa relação entre a morfologia astrocítica e a função sináptica tem sido confirmada em 

trabalhos mais recentes. Consistente com os achados acima, tem sido sugerido diferentes papeis 

fisiológicos a astrócitos com base em sua complexidade morfológica, além de uma possível 

associação entre os efeitos deletérios do envelhecimento na memória e a redução da diversidade 

morfológica astrocítica em camundongos de ambiente empobrecido (Diniz, Silva et al. 2016). 

Esse trabalho utilizou a análise hierárquica de cluster para diferenciar possíveis famílias de 

astrócitos com base na complexidade morfológica. O emprego dessa ferramenta estatística para 

a identificação de diferentes subtipos celulares baseados na morfologia se mostra eficiente e 

bem estabelecido na literatura (Yamada and Jinno 2013, Santos-Filho, de Lima et al. 2014, 

Diniz, de Oliveira et al. 2016, Ohgomori, Yamada et al. 2016, Fernandez-Arjona, Grondona et 

al. 2017).  

   

 

Figura 13. Comparação das complexidades morfológicas interespecíficas entre astrócitos, 

imunomarcados para GFAP, aqui representadas por astrócitos do camundongo, macaco e homem. 

Escala: 20µm.  
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Diante da ampla plasticidade morfológica e funcional em resposta aos mais variados 

estímulos, o astrócito se apresenta como um alvo direto para investigar a plasticidade 

morfológica celular frente aos desafios energéticos e cognitivos impostos pela migração de 

longa distância. Nós hipotetizamos que a migração do Charadrius semipalmatus, com uma 

série de paradas em lugares específicos, exerceria influência no aparato cognitivo das aves, 

tanto pelo uso de pistas (visuais, magnéticas, olfatórias) quanto pela atividade física não 

extenuante e que haveria um aumento da complexidade morfológicas dos astrócitos 

hipocampais após a migração outonal dessa espécie. 

Assim, o intuito deste trabalho é descrever os possíveis efeitos da migração de longa 

distância e os estímulos inerentes a ela, sobre a complexidade e sobre outros parâmetros 

morfológicos de astrócitos hipocampais imunomarcados para GFAP, utilizando a análise 

hierárquica de cluster. 
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2.  OBJETIVOS 

2.1. Geral 

- Caracterizar as possíveis diferenças morfológicas dos astrócitos da formação 

hipocampal da espécie Charadrius semipalmatus durante o período de migração e no 

período de invernada.  

 

2.2. Específicos 

- Avaliar através da análise hierárquica de cluster os parâmetros morfométricos de 

astrócitos, obtidos através da reconstrução microscópica em três dimensões, com o 

objetivo de classifica-los morfologicamente.  

- Medir as alterações morfológicas dos astrócitos induzidas pelo processo migratório, 

comparando as morfologias dos astrócitos da formação hipocampal de indivíduos 

capturados na Baía de Fundy (Canadá) com a daqueles capturados na costa de Bragança 

(Brasil).  

- Realizar análises comparativas entre as espécies C. pusilla e C. semipalmatus que 

adotam estratégias de migração constrastantes para medir potenciais influências do 

padrão migratório sobre a morfologia dos astrócitos. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

Cinco exemplares da espécie Charadrius semipalmatus foram capturados em agosto de 

2012 na baía de Fundy, no Canadá (45 ° 50'19,3 "N e 64 ° 31'5,39" W) e outros cinco individuos 

foram capturados em outubro de 2015, na Ilha de Canela, zona costeira bragantina no norte do 

Brasil (00º47'09.07 "S e 46º43'11.29" W), compondo dois grupos experimentais distintos. 

 

 As aves foram capturadas sob a licenca Nº 44551-2 do Instituto Chico Mendes para a 

Conservação da Biodiversidade (ICMBio) e a licença de Captura Científica ST2783 do Serviço 

Canadense de Vida Selvagem. Todos os procedimentos foram realizados em concordancia com 

os Institutos Nacionais de Saúde (EUA) e os regulamentos brasileiros para procedimentos 

científicos em animais e contou com a aprovação do subcomitê de Usuários de Animais da 

Universidade de Western Ontario. Alem disso, foram adotados todos os procedimentos 

possíveis para minimizar o número de animais e o estresse dos mesmos. 

 

3.1   Perfusão e Histologia 

Os animais, sob anestesia profunda à base de isoflurano, foram perfundidos com solução 

salina tamponada com fosfato 0,1M, com subsequente aplicação de fixadores aldeídicos 

(paraformol a 4%, em tampão fosfato 0,1M, pH 7,2-7,4). Após a craniotomia, os encéfalos 

dissecados foram armazenados em tampão fosfato salina 0,05M (PBS) e subsequentemente 

cortados com o uso do vibrátomo (Leica VT1000S) no plano coronal, em secções com 

espessuras de 80μm (Canadá) e 60μm (Brasil), de modo a obter intervalos de secções de 1:6.  

 

As secções foram imunomarcadas com anticorpo anti-GFAP (Santa Cruz SC-6170) 

flutuando livremente em solução. Subsequentemente à imunomarcação, as secções foram 

montadas em lâminas de vidro revestidas com uma solução aquosa de gelatina (10%) e alumen 

de cromo (0,5%).  Após isso, as secções foram colocadas para secar ao ar à temperatura 

ambiente, posteriormente desidratadas e clareadas em álcool e xileno. 

 

3.2   Imunohistoquímica 
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As secções passaram por um processo de recuperação antigênica em solução de ácido 

bórico 0,2M (pH 9) a 70°C durante 60 minutos flutuando livremente em solução, e 

posteriormente lavadas com tampão fosfato salina e triton a 1% (PBST) seguido de três 

lavagens em PBS. Após isso, as secções ficaram imersas em soro normal de cavalo a 5% diluido 

em PBST e então transferidas para a solução de anticorpo primário (anti-GFAP produzido em 

cabra SC-6170 Santa Cruz Biotechnilogy) diluida em PBST 0,3% (1:500), onde permaneceram 

incubadas por 12h a 4°C sob agitação contínua.  

Então, as secções foram lavadas em PBST 1% e incubadas novamente, desta vez em 

anticorpo secundário (Vector Laboratories, Inc. produzido em cavalo e dirigido contra 

imunoglobulina de cabra, 1: 400 em PBST 0,3%) durante toda a noite. As secções foram, então, 

imersas em peróxido de hidrogênio a 0,3% durante 15min. 

 

 Subsequentemente, as secções foram lavadas três vezes em PBST por 2min cada vez, 

sendo imersas em seguida, em solução de complexo avidina-biotina-peroxidase (ABC) (Vector 

Laboratories, Burlingame, CA, EUA; 37,5 μl A, 37,5 μl B em 13,12 ml de 0,3% PBST) durante 

60 minutos. Após isso, as secções foram lavadas uma vez em PBS e reagidas para a visualização 

dos processos astrocíticos imunomarcados para a proteina ácida fibrilar glial – GFAP, através 

do método de glicose-oxidade-DAB-níquel (Shu, Ju et al. 1988). A reação foi interrompida com 

PB 0,1M quando os ramos astrocíticos finos terciários ou de maior ordem foram visualizados 

ao microscópio. 

 

Interrompida a reação, as secções foram lavadas 4 vezes por 5 min cada vez, em PBS 

0,1M, e montadas em lâminas gelatinizadas. Após desidratação em àlcool e xileno, foram em 

seguida cobertas com Enthelan (Merck). As secções imunomarcados para GFAP dos cinco 

animais de cada grupo foram utilizadas para a análise. A especificidade da reação foi 

confirmada com a observação da ausencia de outras marcações quando da retirada do anticorpo 

primário (Saper and Sawchenko 2003). 

 

 

 

3.3      Reconstrução tridimensional de astrócitos e morfologia quantitativa   
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Para a reconstrução celular das secções cerebrais previamente imunomarcadas para 

GFAP, foi utilizado um microscópio NIKON Eclipse 80i (Nikon, Japão) equipado com uma 

placa motorizada (MAC6000, Ludl Electronic Products, Hawthorne, NY, EUA). Os astrócitos 

foram reconstruídos com objetiva Pan Fluoreto de 100X de imersão em óleo, de alta resolução 

(Nikon, NA 1.3, DF = 0.19 μm). As imagens foram adquiridas com o software Neurolucida e 

analisadas com o software Neurolucida Explorer (MBF Bioscience Inc., Frederick, MD, EUA).  

 

Embora o encolhimento no eixo z não seja um evento linear, corrigimos tal 

encolhimento com base em evidências anteriores de encolhimento de 75% (Carlo and Stevens 

2011). Sem a correção, este encolhimento distorceria significativamente as medições de 

comprimento ao longo desse eixo.  

Foram selecionadas para a reconstrução 3D apenas células inequivocamente completas, 

sendo descartadas as células que apresentavam ramos artificialmente interrompidos ou 

imunomarcação incompleta. Os ramos terminais da marcação seletiva de astrócitos usando 

anticorpo  anti-GFAP eram tipicamente finos. 

 

3.4    Análise e estatística multivariada dos parâmetros morfométricos. 

Para realizar essa análise, foram usados 10 indivíduos, cinco de cada grupo. A partir 

desses grupos, reconstruíu-se digitalmente 500 astrócitos em três dimensões. Os astrócitos para 

reconstruções 3-D foram selecionados tal como informado previamente por amostragem 

aleatória e sistemática (ver Figura 14). 
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Figura 14. Fotomicrografias de baixo ganho de uma secção da formação hipocampal de C. semipalmatus 

imunomarcada com anticorpo anti-GFAP para definir os limites da área de interesse, o objeto de interesse 

e a estratégia de amostragem (A – C). As linhas da grade com espaçamento regular estabelecem os 

intervalos entre as caixas e ilustra a amostragem aleatória sistemática. O número de caixas em cada secção 

foi proporcional à área coberta pela formação hipocampal. Um único astrocito localizado dentro de cada 

caixa foi selecionado para reconstrução 3-D. (D – G) apresentam um astrócito imunomarcado com anti-

GFAP, em diferentes ganhos. PHA = área para-hipocampal, Hp = hipocampo. Escalas:(A), (B) e (C): 250 

µm; D:250µm; E:250µm; F:125µm; G:25µm. 

 

 

Com base em descrição anterior (Atoji and Wild 2006), definimos a formação  

hipocampal do maçarico  como compreendendo o hipocampo propriamente dito e a área para-

hipocampal. Para o hipocampo (Hp), os limites lateral e ventral foram definidos pelo ventrículo 

lateral, os limites dorsal e caudal corresponderam à superfície cerebral, o limite medial foi 

definido pela fissura interhemisférica e o limite inferior foi definido por uma mudança 

acentuada na densidade celular da região "V" do hipocampo na transição quando se identifica 

uma transição bem marcada para  área septal (ver Figura 10). A área para-hipocampal (PHA) 

foi localizada dorsal e lateral ao hipocampo, conforme definido medialmente pelo sulco 

paraventricular (Atoji and Wild 2006).  

Com o objetivo de gerar resultados estatisticamente válidos, foram combinadas 

amostras sistemáticas e aleatórias (garantindo assim a contribuição uniforme de todas as regiões 
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da formação hipocampal) (ver Figura 14) e análise estatística multivariada. Desse modo,  as 

amostras foram retiradas de uma série de seções contendo a formação hipocampal, dorsal e 

ventral, ao longo do eixo antero-posterior do cérebro. Cada caixa está ocupando coordenadas 

com espaçamento regular dentro da formação hipocampal (Figura 14) indicando um sítio a 

partir do qual selecionamos um único astrócito para reconstrução 3-D. 

 

Foi investigada a presença de características morfométicas compartilhadas pelos 

astrócitos selecionados em nossas amostras, dentro de cada grupo experimental. Com todas as 

células reconstruidas e os parâmetros morfométricos processados, foi estimado o índice de 

multimodalidade (MMI) nas amostras de cada variável dentro de um mesmo grupo (Tabela 1) 

O objetivo era encontrar àquelas com MMI > 0,55, exigência mínima para caracterizar amostras 

com distribuição bi ou multimodal para a realização da análise de cluster (Scheweitzer e 

Renehan, 1997). Para isso usamos a seguinte equação: MMI = [M3² + 1] / [M4 + 3 (n – 1)² / (n 

– 2) . (n – 3)], onde o MMI é o índice de multimodalidade, M3 é a distorção, M4 a curtose e n 

o tamanho da amostra.  

 

A distorção (assimetria) e curtose descrevem a forma da curva amostral, permitindo 

dizer se a amostra é unimodal, bimodal ou multimodal. Foram selecionados para a composição 

do cluster somente os parâmetros morfométricos que obtiveram o MMI > 0,55. No cluster, as 

medidas de distância entre eles foram estimadas usando a distância euclidiana ( raiz quadrada 

da soma dos quadrados das diferenças entre os valores dos elementos) pelo método de Ward 

(Ward 1963). 
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Tabela 1. Medidas morfológicas microscópicas a partir de reconstruções tridimensionais realizadas com 

o software Neurolucida. 
 
 

Análise de Estrutura Ramificada 

Segmento Qualquer porção da estrutura astrocitica ramificada com terminações que são 

nós ou terminações sem nós intermediários. 

Segmentos/mm Número de segmentos / comprimento total dos segmentos expressos em 

milímetros. 

Nº de Árvores Número de árvores nos astrócitos 

Nº Total de Segmentos Referem-se ao número total de segmentos da árvore. 

Comprimento dos 

Ramos 

Comprimento total da linha dos segmentos utilizados para traçar o ramo de 

interesse. 

Comprimento Médio 

dos Ramos (μm) 

Média = [Comprimento total] / [Número de ramos] 

Comprimento Total 

dos Ramos (μm) 

Comprimento total de todos os ramos da árvore. 

Tortuosidade = [Comprimento real do segmento] / [Distância entre os pontos finais do 

segmento]. O menor valor é 1; Isso representa um segmento reto. A 

tortuosidade permite comparar segmentos de diferentes comprimentos em 

termos da complexidade dos caminhos que eles tomam. 

Área de Superfície 

Média dos Ramos 

(μm²) 

Calculado pela modelagem de cada ramo como um tronco (truncado cone 

circular reto) dividido pelo número de ramos. 

Área de Superfície 

Total das Árvores 

(µm²) 

Área de superfície 2D da árvore de um astrócitos calculado com base na área 

definida pelas extremidades de todas as árvores. 

Volume dos Ramos 

(µm³) 

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

Volume Total dos 

Ramos 

O volume total para todos os ramos da árvore. 

Diâmetro da Base dos 

Ramos Primários (µm) 

Diâmetro da base do 1º segmento. 

Ângulo planar Calculado com base nos pontos de extremidade dos segmentos. Refere-se à 

mudança de direção de um segmento em relação ao segmento anterior. 

Dimensão fractal o "K-dim" da análise fractal, descreve a forma como a estrutura de interesse 

preenche o espaço. Diferenças estatísticas significativas em K-dim sugerem 

dissimilaridades morfológicas. 

Convex Hull - 

Perímetro (µm), Área 

(µm²) 2D, Área de 

Superfície (µm²) 3D e 

Volume (µm³) 

Convex hull mede o tamanho do campo dos ramos interpretando a estrutura 

ramificada como um sólido, controlando uma dada quantidade de espaço 

físico. A quantidade de espaço físico é determinada em termos de convex-hull 

volume, área de superfície, área ou perímetro. 

Complexidade Complexidade = [Soma das ordens terminais + Número de terminais]  

[Comprimento total da ramificação / Número de ramos primários] 

 

Para a identificação das variáveis que mais contribuiram para a formação dos clusters, 

os dados empregados na análise de cluster foram submetidos à análise discriminante passo a 

passo, o que foi realizado com o auxílio do software Statistica 12.0 (Statsoft, Tulsa, OK). Na 

análise de função discriminante (step-forward), o programa constrói um modelo de 

discriminação passo a passo. Nesse modelo, em cada etapa, todas as variáveis são revisadas e 

avaliadas para determinar qual variável contribui mais para a discriminação entre grupos. O 
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objetivo desse procedimento é determinar se os grupos diferem quanto à média de uma variável 

e, em seguida, usar essa variável para prever a associação ao grupo. 

 

 

3.5 Análise Estatística 

Subsequentemente calculamos a média aritmética e o erro padrão para as variáveis 

identificadas como os melhores preditores para os subtipos morfométricos astrogliais. Análises 

estatísticas e testes t, foram aplicadas para comparar grupos de astrócitos dentro do mesmo 

grupo e entre grupos experimentais. Tais procedimentos foram aplicados em nossas amostras 

com o objetivo de identificar potenciais subtipos astrogliais baseados em sua morfometria 

dentro e entre os grupos experimentais. Para identificar a morfologia típica do que representaria 

o aspecto morfológico típico do astrócito dentro de cada grupo empregamos estatística 

multivariada.  

 

Para a escolha da célula representativa de cada grupo, que ilustra os dois tipos celulares 

de ambas janelas amostrais, a matriz de distância é utilizada para obter a soma das distâncias 

de cada célula em relação a todas as outras. Postula-se que a célula que melhor representa um 

grupo apresenta o menor valor de somatório das distâncias. As matrizes são construídas com a 

combinação de todas as células de determinado grupo tomadas par a par, seguido do cálculo 

ponderado de uma distância euclidiana escalar entre as células utilizando todas as variáveis 

morfométricas. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1 Caracterização morfológica do objeto de interesse 

A figura 15 apresenta um astrócito no hipocampo de um individuo da espécie 

Charadrius semipalmatus imunomarcado para GFAP, sob o foco de lentes com diferentes 

ampliações. Os detalhes morfólogicos astrocíticos são melhor analisados sob a objetiva de 

100X e óleo de imersão, pela qual foi realizada a reconstrução tridimencional, e seus valores 

armazenados como coordenadas nos eixos X, Y e Z. 

 

Figura 15. Fotomicrografias da região hipocampal de um exemplar da espécie C. semipalmatus, 

capturado em periodo de invernada na costa bragantina, ilustrando uma célula astrocítica em vários 

ganhos (A-4x; B-10x; C-20x; D-100x). Barras de escalas: A=625 µm; B=250 µm; C=125 µm; D=25 

µm. 

 

A imunomarcação para GFAP na região hipocampal do C. pusilla previamente estudado 

(Carvalho-Paulo, de Morais Magalhães et al. 2017) identificou três tipos astrocíticos 

morfologicamente distintos (Figura 16): a glia radial, astrócitos estrelados possivelmente 

relacionados à vasculatura, e astrócitos estrelados possivelmente relacionados às sinapses e sem 

vínculo com a vasculatura. O presente trabalho encontrou resultados semelhantes quanto a 

tipologia astrocítica (não ilustrado) e tem como objeto de estudo morfológico os dois últimos 

tipos morfológicos na espécie C. semipalmatus. Os estudos morfométricos foram realizados 

entre os tipos morfológicos antes e após a migração outonal se completar comparando-os aos 

resultados previamente encontrados para os mesmos subtipos, nas mesmas janelas temporais 

em C. pusilla. 
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Figura 16. Reconstruções tridimensionais de astrócitos encontrados na região hipocampal do C. pusilla. 

A e B representam uma célula do Tipo I com seu respectivo dendrograma. C e D representam uma célula 

do Tipo II com seu respectivo dendrograma. E e F representam uma glia radial com seu respectivo 

dendrograma. Barra de esacala: 10µm. (Fonte: Carvalho-Paulo 2017) 

 

Utilizando os critérios de bi ou multimodalidade (MMI > 0.55) e independente do 

local/momento de captura das aves (Baía de Fundy - Canadá ou Bragança – Brasil), a análise 

de cluster indicou a existência de duas familias de astrócitos, classificadas com base em 

diferenças morfométricas. A complexidade e o volume do convex hull foram as variáveis que 

mais contribuiram para essa divisão em ambos os grupos experimentais, testados pela análise 

discriminante. Os astrócitos pertencentes aos dois grupos celulares separados pela análise de 

cluster foram designados como Tipo I e Tipo II. Quando comparados aos astrócitos do Tipo I, 

os astrócitos do tipo II são significantemente menos complexos, tanto no período de migração 

(Figura 17) quanto no período de invernada (Figura 18). 
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Figura 17. Representações gráficas da morfologia dos astrócitos da formação hipocampal de aves em migração (Canadá) da espécie Charadrius 

semipalmatus. (A) Análise hierárquica de cluster de 265 astrócitos indicando a presença de dois principáis tipos astrocíticos (Tipo I e Tipo II), 

morfologicamente distintos. (B) Análise discriminante realizada para indicar a(s) variavel(eis) que mais contribuiu(ram) para a formação do cluster: 

complexidade e volume do convex hull. (C e D) apresentam as diferenças de complexidade e volume do convex hull entre os dois tipos de astrócitos 

separados pelo cluster, indicando valores de média e erro padrão para cada variável.(E) Resumo dos resultados da análise da função discriminanteindicando 

a complexidade como a variãvel de maior  influência na formação  dos clusters. 
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Figura 18. Representações gráficas da morfologia dos astrócitos da formação hipocampal de aves em período de invernada (Brasil) da espécie Charadrius 

semipalmatus. A, análise hierárquica de cluster de 242 astrócitos indicou a presença de dois principáis tipos astrocíticos (Tipo I e Tipo II), morfologicamente 

distintos. B, Análise discriminante, realizada para indicar a(s) variavel(eis) que mais contribuiram para a formação do cluster: complexidade e volume do 

convex hull. C, D Representações gráficas para ilustrar as diferenças de complexidade, volume do convex hull entre os dois tipos de astrócitos distinguidos 

pela análise de cluster, indicando valores de média e erro padrão para cada variável. 
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Além da  complexidade e do volume do convex hull, outras variáveis morfométricas 

apresentaram diferenças significantes, com os astrócitos do Tipo I apresentando sempre os 

maiores valores quando comparados aos do Tipo II. Astrócitos do Tipo I , nas duas espécies de 

aves e nos dois diferentes momentos de captura, apresentaram maior comprimento total dos 

ramos, maior área de superfície dos ramos, maior K-dim, e maior perímetro, área e surpefície 

do convex hull quando comparados aos do Tipo II (Figura 20).  

 

 

Figura 19. Representações gráficas dos valores médios e respectivos erros padrão das variáveis 

morfométricas dos astrócitos reconstruidos tridimensionalmente a partir de secções do hipocampo das 

espécies C. pusilla e C. semipalmatus no período de migração (Baía de Fundy – Canadá) e no período 

de invernada (Bragança – Brasil). A-G ilustram as diferenças significativas entre as médias (Teste-t 

bicaudal) das células do Tipo I e Tipo II, obtidas a partir de 7 variáveis, com as diferenças significantes 

indicadas por um asterisco. 

 

 

De forma notável, o impacto da migração com paradas para descanso e alimentação 

realizada pelo C. semipalmatus, e da migração transatlântica realizada pelo C. pusilla, fez com 

que as aves no período de invernada apresentassem astrócitos Tipo I e Tipo II significantemente 
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menos complexos quando comparados aos astrócitos Tipo I e Tipo II das aves em período de 

migração, com uma redução mais acentuada nos astrócitos Tipo I da espécia C pusilla (Figura 

21). Enquanto que os astrócitos das duas espécies sofrem redução de suas complexidades após 

a viagem migratória, outras variaveis morfométricas exibem mudanças em direções opostas. 

Por exemplo, enquanto as células do Tipo I do C. semipalmatus sofrem uma significante 

redução na área total de superfície dos ramos, no volume, na área, na área de superficie e no 

perímetro do convex hull, astrócitos do C. pusilla apresentam comportamento inverso, com um 

aumento significativo nessas variaveis. Similarmente os astrócitos do Tipo II, mostram quadro 

de mudanças que apontam na mesma direção, embora essa variação seja significativamente de 

menor amplitude. Faz excecão a essa tendência o vulume do convex hull, que sofre uma redução 

significante nas duas espécies ainda que em amplitudes significativamente diferentes (Figura 

22). 

 

 

 

Figura 20. Representações gráficas dos valores de complexidade nas duas espécies C. pusilla e C. 

semipalmatus. Os gráficos relacionados àos valores de complexidade do Tipo I (A) e do tipo II (B) foram 

plotados com os valores de média e erro padrão e as diferenças significativas (Teste t bicaudal) estão 

indicads por um asterisco “*”. 

 

 

 



 
 

37 
 

 

Figura 21. Representações gráficas dos astrócitos do Tipo I e Tipo II de C. semipalmatus e C. pusilla no período 

de migração (Baía de Fundy – Canadá) e invernada (Bragança – Brasil), reconstruidos tridimensionalmente. A-E 

Representações gráficas para ilustrar as diferenças significativas entre aos valores das médias e respectivos erros 

padrão (Teste-t bicaudal) de aves capturadas nos dois períodos, de 5 variáveis. (*) indica diferenças significantes. 

 

Para acesso aos valores de t e p dos gráficos, ver Anexo I. 

A Figura 22 ilustra reconstruçõs tridimensionais de astrócitos que representam as 

mudanças morfológicas sofridas pelos astrócitos a partir de comparações entre os exemplos 

estatisticamente mais próximos da morfologia média dos Tipos I e II e seus respectivos 

dendrogramas, selecionados a partir de análise estatística multivariada de todas as células 

reconstruidas a partir de secções da formação hipocampal de grupos de aves capturados em 

período de migração ( Baía de Fundy – Canadá) e em período de invernada ( Ilha de canela, 
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Bragança – Brasil). Como poder ser observado a magnitude das mudanças nas árvores dos 

astrócitos estimadas a partir da comparação dos astrócitos dessas aves capturadas antes e após 

a migração é significativamente menor nos astrócitos do Tipo II, tanto em C. psulla quanto em 

C. semipalmatus. De fato as mudanças morfométricas mais intensas são observadas nos 

astrócitos Tipo I da espécie C. psulla seguido pelos astrócitos do mesmo tipo em C. 

semipalmatus. 

 

 

 

Figura 22. Reconstruções tridimensionais de astrócitos médios com seus respectivos dendrogramas, 

representando as células do Tipo I e Tipo II das aves em migração (Baía de Fundy – Canadá) e células 

do Tipo I e Tipo II das aves em período de invernada (Bragança – Brasil). É notável a menor 

complexidade da célula média do Tipo I do grupo capturado no período de invernada quando comparada 

com a célula média do Tipo I do grupo em migração. Escala: 10µm. 
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5. DISCUSSÂO 

 

No presente trabalho, comparamos as morfologias dos astrócitos do hipocampo de 

indivíduos das espécies C. pusilla e C. semipalmatus, capturados antes e depois das migrações 

outonais. Essas duas espécies de aves migratórias possuem estratégias contrastantes nos vôos 

de longa distância. O C. pusilla chega a locais de invernada através de um vôo sem escalas 

sobre o Oceano Atlântico, enquanto C. semipalmatus migra majoritariamente sobre o 

continente, com várias escalas para descanso e alimentação. Nossa análise comparativa com C. 

pusilla foi baseada em características morfométricas multimodais selecionadas de astrócitos 3D 

reconstruídos da formação hipocampal nos mesmos indivíduos utilizados em nosso estudo 

anterior (Carvalho-Paulo, de Morais Magalhães et al. 2017). 

Com base na análise hierárquica de cluster das características morfológicas dos 

astrócitos, categorizamos os astrócitos em dois grupos designados por astrócitos Tipo I e Tipo 

II, e a complexidade foi a característica morfométrica que melhor distinguiu esses dois grupos 

em ambas as espécies. Ficou evidente a partir dessas análises que os astrócitos do Tipo I foram 

mais afetados que os astrócitos Tipo II pelo vôo transatlântico, sugerindo que essas populações 

podem ter papéis fisiológicos distintos. De fato a plasticidade dos astrócitos aos estímulos 

produzidos pela migração outonal parece ser muito menor nos astrócitos do tipo II. Como a 

maioria dos astrócitos Tipo II estava fisicamente mais próxima dos vasos sanguíneos cerebrais 

do que os astrócitos do Tipo I (Figura 25), sugerimos que os astrócitos Tipo II podem estar mais 

envolvidos nas funções associadas à unidade neurovascular (Brown 2014). 
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Figura 23. Ilustração da disposição celular demonstrando a posição relativa dos astrócitos Tipo I e Tipo 

II em relação à vasculatura e aos neuronios. 

 

A análise estatística comparativa das morfologias dos astrócitos mostrou que, após o 

vôo transatlântico, ocorreu uma redução das complexidades morfológicas dos astrócitos Tipo I 

e Tipo II, mas em maior extensão em C. pusilla do que em C. semipalmatus. Embora os achados 

morfológicos nos astrócitos tipo II tenham a mesma tendênciia, a magnitude das mudanças é 

significativamente muito menor em ambas as espécies. 

Nenhum estudo anterior comparou as alterações dos astrócitos hipocampais em aves 

migratórias após vôos de longa distância, transatlânticos e terrestres, e nunca se realizou 

reconstruções tridimensionais de astrócitos com uma abordagem amostral que respeita os 

princípios estereológicos em aves marinhas.  

 

 

5.1. Vôos Migratórios Contrastantes de Longa Distância e Morfologia de 

Astrócitos: influências potenciais de outras variáveis 

Devemos ter em mente, como apontado anteriormente (Carvalho-Paulo, de Morais 

Magalhães et al. 2017), que as morfologias gliais das aves coletadas em agosto na Baía de 

Fundy, e aquelas observadas nos astrócitos das aves coletadas de setembro a março na Ilha de 

Canela são claramente diferentes, tanto em C. pusilla quanto em C. semipalmatus. Estamos 

Neurônio 

Vasculatura 

Astrócito Tipo I 

Astrócito Tipo II 
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atribuindo valor ponderal maior em nossa discussão e interpretação do que foi observado, às 

formas migratórias contrastantes (voo transatlântico sem paradas vs migração continental com 

várias paradas). Entretanto, como essas aves passaram pelo menos um mês (agosto a setembro) 

e talvez até sete meses (agosto a março) no Brasil, podemos ter muitas outras possibilidades 

para explicar as diferenças encontradas na morfologia glial.  

Tal como apontado por Carvalho-Paulo e colaboradores (Carvalho-Paulo, de Morais 

Magalhães et al. 2017), os vôos migratórios contrastantes em associação  a muitas outras 

diferenças no ambiente da Baía de Fundy e na Ilha Canela, podem mudar o cérebro das aves 

durante o período de permanência naqueles locais. No entanto, como as duas espécies foram 

submetidas às mesmas variações na oferta de alimento, as mesmas condições fisiológicas pré e 

pós-acasalamento na Baía de Fundy e no Brasil, assim como a dias muito longos no verão ártico 

e a dias de 12 horas no equador, não é razoável propor que essas influências sejam as principais 

responsáveis pelas mudanças morfológicas contrastantes nas árvores astorcíticas dessas 

espécies. 

Assim, as evidências sugerem que, desconsiderando as distinções filogenéticas, é útil e 

importante associar as alterações morfológicas astrocíticas contrastantes aos vôos de longa 

distância por via continental e transatlântica em C. semipalmatus e C. pusilla. De fato, a 

estimulação cognitiva provida pelo enriquecimento ambiental, a dieta e o estresse metabólico 

já são conhecidos por afetarem a morfofisiologia dos astrócitos, pelo menos em mamíferos 

(Soffie, Hahn et al. 1999, Diniz, Foro et al. 2010, Diniz, Foro et al. 2012, Rodríguez , Yeh et 

al., 2014, Yeh, Yeh e outros 2015, Diniz, de Oliveira et al., 2016, Tsai, Chen et al., 2016, 

Verkhratsky, Matteoli et al., 2016). Assim, com as espécies C. pusilla e C. semipalmatus foram 

expostos a essas variáveis em intensidades muito diferentes durante o processo migratório, é 

razoável sugerir que elas possam ter contribuído significativamente para as contrastantes 

alterações morfológicas dos astrócitos. As mudanças na dieta associada às distintas rotas 

migratórias, por sua vez, poderiam produzir mudanças importantes as quais em associação às 

induzidas por alterações dos níveis de glicocorticóides igualmente contrastantes, poderiam 

contribuir para aumentar ou reduzir os efeitos potenciais do enriquecimento ambiental, e isso 

poderia afetar as vias metabólicas com influências significativas na morfologia dos astrócitos. 

Neste trabalho propomos a distinção de dois tipos de astrócitos com fenótipos 

morfológicos que foram diferencialmente afetados pelos vôos transatlânticos e sobre o 

continente de longa distância . Os ramos dos dois tipos de astrócitos encolheram em  proporção 

significativamente diferentes após o longo vôo, e os dois tipos também mostraram diferenças 

em termos da porcentagem de células que estavam conectadas aos vasos sanguíneos. Em C. 
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pusilla, por exemplo uma maior porcentagem de astrócitos Tipo II (72,5%) interagiu com os 

vasos sangüíneos em comparação com os astrócitos Tipo I (27,5%), tanto durante a migração 

quanto na invernada, e como essa interação pode refletir sua contribuição relativa à unidade 

neurovascular, nós sugerimos que os astrócitos Tipo II podem estar mais envolvidos na barreira 

hemato-encefálica (BHE) do que os astrócitos Tipo I. A barreira hemato-encefálica inclui 

células endoteliais microvasculares cerebrais, astrócitos, neurônios e pericitos, todos 

contribuindo para a formação  da unidade neurovascular (Weiss et al., 2009; Almutairi et al., 

2016; Canfield et al., 2016; Mcconnell, HL et al., 2017). Como o voo longo afetou 

diferencialmente os astrócitos Tipo I versus Tipo II, sugerimos que essas células podem ter 

papéis fisiológicos distintos. Se os astrócitos Tipo II estão, de fato, mais envolvidos na unidade 

neurovascular do que os astrócitos Tipo I, então a integridade dos astrócitos Tipo II é 

provavelmente essencial para a integridade da barreira hemato-encefálica (BHE), e sua 

morfologia deve ser conservada mesmo em condições adversas. A BHE forma uma barreira 

física e metabólica entre o sangue e o cérebro e ajuda a determinar a polaridade do controle 

astrocitário do fluxo sanguíneo sobre as arteríolas em resposta às demandas bioenergéticas 

(Gordon et al., 2008). Para garantir a integridade da BHE, sugerimos que os astrócitos Tipo II 

possam aumentar os níveis de atividade redox das vias metabólicas alternativas para controlar 

o fluxo sanguíneo e para assegurar a atividade e sobrevivência neuronal durante o vôo 

transatlântico sem escala, enquanto que voo sobre o continente com múltiplas paradas pode 

reabastecer de glicose e estocar  glicogênio, sempre que parar para repouso e alimentação. As 

aves de voo transtlantico devem jejuar por 6 dias durante o vôo longo (Brown, 2014), e quando 

a glicose é escassa, o cérebro aumenta o metabolismo dos corpos cetônicos. Isso pode levar a 

uma alta demanda de astrócitos para absorver, sintetizar e liberar ácidos graxos, que são fontes 

alternativas de energia que podem ser liberadas como β-hidroxibutirato, um corpo cetônico que 

pode alimentar células cerebrais, incluindo astrócitos, neurônios e oligodendrócitos ( Achanta 

e Rae, 2017). De fato, foi demonstrado que níveis mais elevados de βOHB no sangue, como é 

esperado durante o período de jejum associado ao vôo transatlântico, podem atender a todas as 

necessidades básicas e cerca de metade de toda a energia necessária para atividade neuronal 

(Chowdhury et al., 2014). Notavelmente, βOHB reduz os níveis de espécies reativas de 

oxigênio associadas à bioenergética mitocondrial, sugerindo que pode haver uma via alternativa 

em astrócitos Tipo II usando corpos cetônicos em associação com o período de jejum imposto 

pelo longo vôo do C. pusilla. No entanto, como essa via alternativa não suporta a atividade 

sináptica (Arakawa et al., 1991), sugerimos que a atividade sináptica dependeria dos astrócitos 

do Tipo I. De fato, durante a neurotransmissão, o glutamato na fenda sináptica ativa seus 
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receptores nos neurônios e astrócitos antes da recaptação pelos astrócitos; isso requer energia. 

Embora o mecanismo detalhado de captação de glutamato usado pelos astrócitos permaneça 

controverso, os astrócitos são conhecidos por armazenar glicogênio, particularmente em áreas 

com alta atividade sináptica, e o lactato derivado de glicogênio pode sustentar a atividade 

neuronal, especialmente durante a hipoglicemia (Bolaños, 2016). Essas limitações metabólicas 

impostas aos vooos transatlanticos podem não se  aplicar na mesma extensão à espécie  C. 

semipalmatus que voa sobre o continente com multiplas paradas e que a  cada sítio de parada 

poderia repor seus estoques de glicogênio e reativar a via glicolítica. Tomados em conjunto, 

estes resultados apoiam a ideia de que estas distintas vias metabólicas de astrócitos são 

diferencialmente activadas em astrócitos Tipo I versus Tipo II, induzindo diferentes níveis de 

stress oxidativo nas aves C. pusilla e C. semiplamatus.  

Outra possível explicação é de que, como a área de reprodução das duas espécies é 

extensa, não há razão para supor que as aves capturadas no Canadá sejam da mesma população 

que as aves capturadas no Brasil. 

Finalmente, é importante ter em mente que, com base na análise morfológica de 3 

marcadores astrogliais seletivos (GFAP, glutamina sintetase e S-100ß), há uma visão emergente 

de que “astrócitos” compreendem uma população heterogênea mesmo dentro de uma 

determinada região. (Rodríguez, Yeh et al. 2014). Nossos achados, limitados a astrócitos 

marcados com GFAP, podem mostrar apenas algumas das alterações morfológicas dos 

astrócitos da formação hipocampal de C. pusilla e C. semipalmatus em resposta a uma 

variedade de estímulos ambientais ao longo da rota migratória, incluindo àqueles relacionados 

à intensidade contrastante de exercício associado aos voos interrompidos sobre o continente e 

transatlânticos sem escala. 

Como não temos informações na literatura sobre a influência potencial do sexo e da 

idade na morfologia dos astrócitos do hipocampo em aves migratórias de longa distância, e não 

registramos a idade dos indivíduos em nossa amostra devido a limitações técnicas, é difícil 

discutir essas potenciais influências em detalhe. No entanto, experiência e sexo são variáveis 

importantes que foram previamente demonstradas como influenciando as tarefas dependentes 

de hipocampo em aves (Astié, Scardamaglia et al. 2015, Rensel, Ellis et al. 2015, Guigueno, 

MacDougall-Shackleton et al. 2016, Bingman e MacDougall-Shackleton 2017), e o 

comportamento migratório é acompanhado por alterações morfológicas do hipocampo, 

incluindo volume e neurogênese (Barkan, Roll et al. 2016, Barkan, Yom-Tov et al. 2017, 

Morais Magalhães, Guerreiro Diniz et al. 2017). Assim, essas variáveis devem ser consideradas 
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em estudos futuros de morfologia dos astrócitos do hipocampo em aves migratórias de longa 

distância para que os motivos das alterações morfológicas possa ser esclarecido. 

Devido à natureza correlacional da análise, as diferenças nas morfologias foram 

associadas ao papel do hipocampo como centro de integração multissensorial usando bússolas 

celestes e magnéticas, assim como, no âmbito local, pistas visuais e olfatórias para navegação. 

No entanto, como afirmado em nosso estudo anterior (Carvalho-Paulo, de Morais Magalhães 

et al. 2017), a história poderia ser diferente se outra área do cérebro de ordem superior, menos 

envolvida na migração, exibisse diferenças astrocitárias semelhantes e isso fosse uma limitação 

potencial do presente estudo, que poderia ser evitado se outra área fosse explorada. 

 

5.2. Ambiente Enriquecido e Exercício Durante a Migração Outonal 

O ambiente pelo qual C. pusilla e C. semipalmatus voam durante a migração de outono, 

muda drasticamente durante o voo e as aves provavelmente integram pistas globais e aprendem 

a reconhecer as pistas locais para completar com sucesso a migração (Bingman e Cheng 2005, 

Mouritsen, Heyers et al., 2016). A navegação terrestre transoceânica e trans-continental de 

longa distância faz uso de informações celestes e geomagnéticas (Frost e Mouritsen 2006, 

Thorup e Holland 2009), enquanto mapas e pontos de referência locais provenientes de várias 

modalidades sensoriais estão associados a comportamento migratório de curta distância (Biro, 

Meade e outros 2004, Frost e Mouritsen 2006).  

Assim, a migração pode ser considerada como uma espécie de enriquecimento 

ambiental que poderia contribuir para aumentar a complexidade dos astrócitos (Ramírez-

Rodríguez, Ocaña-Fernández et al. 2014, Diniz, de Oliveira et al. 2016). Entretanto nossos 

achados revelam um panorama complexo onde o ambiente enriquecido isoladamente não os 

explica. De fato nossa hipótese original indicava que encontraríamos aumento da complexidade 

astrócítica nos animais de invernada da espécie C. semiplamatus. O que encontramos entretanto 

foi uma diminuição da complexidade morfológica em ambas as espécies nos dois tipos de 

astrócitos sendo que de maior magnitude nos astrócitos do tipo I.    

Por outro lado, tem sido demonstrado em mamíferos, que o exercício intenso, pode 

causar apoptose excessiva e danos na plasticidade sináptica através da sobrecarga de Ca² e da 

via de apoptose induzida por estresse do retículo endoplasmático (Ding, Chang et al. 2014). 

Considerando que os  níveis de estresse oxidativo podem ter sido igualmente contrastantes em 

decorrência das  diferenças no padrão do voo migratório, o grau de encolhimento distinto 

observado nos astrócitos das aves invernante  num caso e noutro, poderia estar associado aos 

diferentes níveis de estresse. Embora esses efeitos precisem ser confirmados em outras aves, é 
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razoavel especular que o exercício intenso durante o vôo transatlântico de longa distância sem 

paradas, poderia contribuir para a maior redução da complexidade morfológica em C. pusilla 

(Bacellar, Lessa et al., 2002).  

Assim, nossos achados sugerem que, se o enriquecimento ambiental ao longo da jornada 

realmente aumenta a complexidade morfológica, seus efeitos não são suficientes para permitir 

o aumento da complexidade morfológica que seria esperada nas aves invernantes de C. 

semipalmatus.  

 

6. Conclusão 

 

Embora C. semipalmatus e C. pusilla difiram filogeneticamente e em uma variedade de 

outras maneiras, pode ser significativo que a morfologia dos astrócitos do hipocampo tenha 

diminuido sua complexidade em maior proporção nas espécies que são submetidas ao  maior 

nível de estresse metabólico durante a migração. Esse voo transoceânico requer um voo sem 

paradas de cinco dias, associado a um exercício contínuo e vigoroso, que não é observado no 

voo com multiplas paradas de C. semipalmatus.  

No entanto, como este estudo é explicitamente correlacional, os resultados levantam 

questões importantes sobre as relações entre as alterações morfológicas dos astrócitos do 

hipocampo e os voos migratórios de longa distância contrastantes nas aves limícolas. Para 

esclarecer melhor essa questão, estudos futuros exigirão uma análise comparativa em escala 

muito maior de mais espécies de maçaricos, incluindo ferramentas analíticas complementares 

para correlacionar, comportamento, análise celular e molecular. 
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ANEXO 1: Valores de t e p para os gráficos. 

 Aves em migração 

tipo 1 vs tipo 2 

Aves em invernada 

tipo 1 vs tipo 2 

Em migração tipo 1 vs. 

em invernada tipo 1 

Em migração tipo 2 vs 

em invernada tipo 2 

Calidris pusilla 

t  p t  p t p t p 

Comprimento Total 

dos Ramos (µm) 

 

10.208 

 

< 0.0001 

9.4986  

< 0.0001 

    

Área de Superfície 

Total das Árvores 

(µm²) 

8.7447  

< 0.0001 

7.2698  

< 0.0001 

7.258  

< 0.0001 

3.6801  

0.0002 

Complexidade  11.5298  

< 0.0001 

13.6678  

< 0.0001 

  93.836  

< 0.0001 

3.9988  

< 0.0001 

Convex-Hull  

Volume (µm³) 

7.273  

< 0.0001 

5.4634  

< 0.0001 

44.698  

< 0.0001 

2.6592  

0.0088 

Convex-Hull 

Área de Superfície 

(µm²) 3D 

 

6.8692 

 

 

< 0.0001 

 

5.1218 

 

 

< 0.0001 

 

50.217 

 

 

< 0.0001 

 

4.0886 

 

 

< 0.0001 

Convex-Hull 

Área (µm²) 2D 

6.7008  

< 0.0001 

4.5554  

< 0.0001 

54.998  

< 0.0001 

5.5785  

< 0.0001 

Convex-Hull 

Perímetro (µm) 

5.9732  

< 0.0001 

5.1506  

< 0.0001 

37.493  

0.0003 

5.2994  

< 0.0001 

k-Dim 12.284  

< 0.0001 

8.9477  

< 0.0001 

    

         

Charadrius semipalmatus 

 t  p t  p t p t p 

Comprimento Total 

dos Ramos (µm) 

13.2833  

< 0.0001 

10.7903  

< 0.0001 

    

 

Área de Superfície 

Total das Árvores 

(µm²) 

3.4992  

< 0.0006 

-4.0976  

< 0.0001 

3.7003  

< 0.0003 

27.249 0.0001 

Complexidade 11.7264  

< 0.0001 

9.0727  

< 0.0002 

3.8056  

< 0.0002 

8.6413  

< 0.0001 

Convex-Hull  

Volume (µm³) 

-2.9433  

< 0.0039 

3.8214  

< 0.0001 

-6.6467  

< 0.0001 

1.0488  

0.2963 

Convex-Hull 

Área de Superfície 

(µm²) 3D 

4.0693  

 

< 0.0001 

4.5223  

 

< 0.0001 

-5.7103  

 

< 0.0001 

-7.0113  

 

< 0.0001 

Convex-Hull 

Área (µm²) 2D 

7.6218  

< 0.0001 

4.3404  

< 0.0001 

-5.0518  

< 0.0001 

-

10.9339 

 

< 0.0001 

Convex-Hull 

Perímetro (µm) 

8.2882  

< 0.0001 

3.9328  

< 0.0001 

-5.366  

< 0.0001 

-

12.3523 

 

< 0.0001 

k-Dim 11.3547  

< 0.0001 

12.1786  

< 0.0001 
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ANEXO 2: Autorizações de Órgãos Reguladores do Uso de Animais Silvestres. 

 

Licença Ambiental para Captura e Sacrifício dos Animais 
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Licença para Importação de Cérebros 
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