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Resumo

Glutamato, um dos principais neurotransmissores excitatorios do sistema nervoso
central participa do trafego de informacdo neural nos nucleos de base de aves e
mamiferos através de receptores ionotropicos do tipo AMPA. Investigamos a
variagdo da expressao das subunidades que compdem esse receptor em areas
motoras telencefalicas do encéfalo de pombos (C. livia) em diferentes idades: do
nascimento at€ 10 dias de vida e na idade adulta. As aves foram perfundidas e seus
cérebros foram processados por imunohistoquimica usando anticorpos contras as
subunidades GIluR1 e GluR4 e contra um epitopo comum as subunidades GluR2 e
GluR3 (GluR2/3); além disso anticorpos contra proteinas ligantes de calcio foram
utilizados como marcadores. O globo palido (GP) apresentou marcagdo crescente
de neurdnios GluR1+ durante os primeiros dias de vida, atingindo pico em P3,
decaindo em seguida e sendo novamente expresso na fase adulta. A expressdo de
GluR2/3 mostrou-se relativamente estavel no GP durante os primeiros dias de vida,
mas decaiu apds P3. Células expressando GluR4 foram principalmente evidentes
entre P3 ¢ P7 no GP. Com relagdo ao corpo estriado, a neurdpila estriatal foi
intensamente marcada para GluR1 e GluR2/3, contrastando com a pobre marcagao
de neurdpila apresentada pelo globo palido. Nos diferentes estdgios de
desenvolvimento a neuropila estriatal foi pobre em GluR4. O numero de células
GluR1+ no corpo estriado mostrou pico maximo em P5 e o de GluR2/3+ foi
crescente ao longo das idades. A regido lateral do estriado lateral indicou marcagdo
semelhante a regido central em todas as idades, com padrao estavel de crescimento
para GluR2/3, um pico em PS5 para GluR1 e escassa presenga de marcacao GluR4+
em todas as idades. O numero de células PV+ decai durante o desenvolvimento e
CB foi expressa nos ganglios da base somente na fase adulta. Nossos resultados
indicam que subunidades do receptor de glutamato do tipo AMPA sdo
diferencialmente expressas durante o crescimento pos-natal. Estas alteragdes
podem estar relacionadas com mudangas funcionais que conduzem a estruturagdo
final da circuitaria sinaptica envolvida nas respostas motoras desta espécie, cujo
desenvolvimento até o estagio de auto-suficiéncia depende dessa habilidade.
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Abstract

AMPA-type glutamate receptors mediate the responses of neurons of the striatal
part of the basal ganglia to excitatory cortical input in both birds and mammals. We
have investigated the maturation of the expression of the four AMPA receptor
subunits in 42 pigeons (C. livia) at different stages, from hatching (P0O) to 1, 3, 5, 7,
or 10 days posthatch (P1-10), to adulthood. Pigeons are altricial, become relatively
mobile by 12 days, and independent by one month. The birds were perfused and
their brains processed by standard immunolabeling using antibodies against the
GluR1 or GluR4 subunits, or against an epitope common to both GluR2 and GIuR3
(GluR2/3) subunits. Antibodies against calcium binding proteins parvalbumin
(PV) and calbindin (CB) were used as neuronal marker. Globus pallidus at PO
showed labeling in neurons for GluR1 and GluR2/3, which reached its peak at P3.
The GluR1 perikaryal labeling in globus pallidus decreased after PS5, but was
labeling another time at adulthood. GluR2/3 remained stable into early age, but
decrease after P3. The perikarya of globus pallidus and their processes were also
labeled for GluR4 at PO, and GluR4 cells GluR4+ was peak between P3 and P7. PV
was decrease during the development. CB was expressed in basal ganglia only at
adulthood. At PO, the striatal neuropil was intensely (though diffusely) labeled for
GluR1 and GluR2/3, which contrasted distinctly with the poor neuropil labeling for
both in globus pallidus. GluR1+ was peak at PS5 and GluR2/3 increase during the
time. At all stages, the striatal neuropil immunolabeling was poor for GluR4,
although neurons were labeled for GluR4. GluR4 was peak at P7. PV was peak at
adult age. The labeling of GluR2/3 in lateral region of lateral striatun was similar to
central region, but GluR1+ was increase by ages. Our results indicate that AMPA
receptor subunits was expressed differentially at the development post-hatching.
This may support maturational changes that facilitate the motor development of this
altricial species.
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. INTRODUCAO

Diversas estruturas estdo envolvidas no processamento da informagao que
envolve motricidade, sendo a medula espinhal ¢ a via final comum de todos os
movimentos, sejam eles reflexos automaticos ou voluntarios. Os voluntarios, de
génese mais complexa, iniciam-se no encéfalo com distintas estruturas funcionando
em paralelo e suas vias de saida sdo responsaveis pelo controle dos circuitos que
geram padroes motores. Duas estruturas associadas, o cerebelo e os nucleos da
base estdo diretamente envolvidos com o movimento, tendo crucial importincia na

sua organizag¢do e controle (GHEZ, 1991).

Amniotas, como mamiferos, aves e répteis, apresentam o conjunto de
estruturas conhecidas como nucleos da base muito similares em suas conexoes €
mediadores sinapticos (KARTEN & DUBBELDAM, 1973; KITT & BRAUTH,
1982; REINER et al.,1983; MEDINA et al., 1995; VEENMAN et al., 1995;
MEDINA & REINER, 1997; REINER et al., 1998; JIAO et al., 2000; REINER et
al., 2001; REINER, 2002). Em todos estes grupos pode ser observada a seguinte
divisdo anatomo-funcional dos nucleos da base: a por¢do dorsal ou somatica, que
esta relacionada as fungdes sensorio-motoras, € a por¢ao ventral, relacionada as
fun¢des limbicas (MEDINA e REINER, 1995; BUTLER e HODOS, 1996;
REINER, 1998; REINER, 2002).

Nos mamiferos primatas, o grupo dorsal € composto por dois principais
aglomerados nucleares: o corpo estriado e o globo palido. Também compdem a
divisdo dorsal dos ganglios da base o nucleo subtalamico, a substancia negra e a

formagdo reticular pontina parabraquial. O grupo funcional ventral ¢ composto



pela substantia innominata (inclui nacleo basal de Meynert), o nucleo acumbens ¢
o tubérculo olfatério (MEDINA e REINER, 1995; BUTLER e HODOS, 1996;
REINER, 1998; REINER, 2002).

Dois fortes indicios de conservagao filogenética nos nticleos da base sdo 1) a
preservagao da maquinaria neuroquimica e 2) a preservacao das conexdes internas
e externas estabelecidas nas diferentes estruturas componentes de um sistema. Estes
fatores de similaridade, no que diz respeito aos nucleos de base, parecem estar
presentes em mamiferos, aves e répteis (MEDINA e REINER, 1995; BUTLER e
HODOS, 1996; REINER, 1998; REINER, 2002) sendo que ambos sao
conseqiiéncia de sua historia embriolégica comum. Durante o desenvolvimento
embriondrio, alguns estudos demonstraram que a expressdao de genes homeobox e
outros genes regulatorios exercem um importante papel na especificagdo regional.
Esta especificagdo regional revelou a existéncia de dominios espacialmente
restritos, chamados prosémeros. Regides correspondentes aos nucleos da base no
embrido parecem expressar os mesmos genes homeobox tanto em camundongos
quanto em pintos, o que também corrobora com os indicios de conservagao
filogenética destas estruturas (RUBENSTEIN, 1994; MEDINA e REINER, 1995;
PUELLES, et al., 1999; PUELLES, et al., 2000).

As divisdes anatdmicas dos diferentes nucleos que compdem os nucleos da
base durante a evolucdo filogenética foram, e continuam sendo alvo de estudos

envolvendo varios aspectos como segue nas proximas sec¢oes deste texto.



COMPLEXO ESTRIATAL

O corpo estriado ¢ a porta de entrada das aferéncias que se projetam aos
nucleos da base. FEle recebe aferéncias de praticamente todas as regides corticais,
sendo as principais provenientes de areas associativas nos lobos frontal e parietal,
também com contribuigdes substanciais dos cortices temporal, insular e cingulado.
Talamo e tronco encefalico também integram o conjunto de estruturas que enviam
aferéncias sobre o estriado (KARTEN & DUBBELDAM, 1973; MEDINA e
REINER, 1995; BUTLER e HODOS, 1996; REINER, 1998; REINER et al., 2001;
REINER, 2002).

Independente da espécie, as projeg¢des cortico-estriatais sao excitatdrias e
glutamatérgicas. Em mamiferos felinos e primatas, o corpo estriado ¢ dividido em
nucleo caudado e putdmem, separados pela cépsula interna. Esta divisdo ¢ apenas
morfoldgica, pois funcionalmente sdo muito semelhantes. As projegdes corticais
ao caudado e ao putdmem nao sdo, contudo, equivalentes. O nuacleo caudado
recebe projegdes corticais principalmente dos cortices associativos multimodais e
areas motoras do lobo frontal que controlam o movimento dos olhos. O putamem,
por outro lado, recebe aferéncias dos cortices sensoriais somaticos primarios e
secundarios do lobo parietal, dos cortices visuais secundarios, dos cortices motor e
pré-motor do lobo frontal e areas associativas do lobo temporal. Essa divisao
sugere a presenc¢a de diferentes vias atuando em paralelo. Ja em roedores, ndo ha
divisdo, sendo apenas chamado de estriado ou complexo caudado-putimem
(McGEORGE ¢ FAULL, 1989; MEDINA ¢ REINER, 1995; LENT, 2001;
REINER 2002; LAVERGHETTA et al., 2005; PURVES, 2005). As principais

conexodes que envolvem o estriado estdo representadas na figura 1.



Figura 1: Esquema representativo das principais conexdes envolvidas no
processamento da informagdo pelos nucleos da base em aves. As principais fontes
de projecdo ao estriado sdo de origem cortical (ou de areas correspondentes em
aves), talamica e nigral. Observe que parte da informagdo que chega ao estriado ¢
transmitida diretamente ao globo palido interno, substancia negra parte reticulada e
nucleo espiriforme lateral. No entanto, outra parte da informagdo do estriado que
chega ao globo pdalido interno, substincia negra parte reticulada e nucleo
espiriforme lateral ¢ transmitida de forma indireta, sendo processada no nucleo
subtalamico e globo palido externo. Abreviaturas: ENK: encefalina; GABA: 4cido
gama amino butirico; GLU: glutamato; GP: globo palido externo; GP1 globo palido
interno; SNc: substancia negra, parte compacta; SNr: substancia negra, parte
compacta; SpL nucleo espiriforme lateral; STN: nucleo subtaldmico; TeO tecto

optico.
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Em aves, o complexo estriatal dorsal ¢ composto de dois grupos celulares
contiguos: estriado lateral (LSt, antigamente chamado paleostriatum augmentatum)
e o estriado medial (MSt, antes chamado de lobo paraolfatério). Estas duas porgdes
ndo sdo equivalentes as porgdes do estriado em primatas. Enquanto que em
mamiferos, tanto caudado quanto putamem tem como principal alvo de projecdes o
globo palido, o MSt envia projecdes em massa para a substancia negra, mas poucas
se direcionam ao globo palido. Mesmo sendo composto parcialmente por
neurdnios médio-espinhais, o MSt parace ndo apresentar todos os tipos celulares
presentes em neurdnios estriatais como no nucleo caudado de mamiferos (REINER

etal., 2004).

Regides telencefalicas de aves nao sdo organizadas em laminas estratificadas
tipicas, como no caso de mamiferos, mas em locais topograficamente similares,
como hiperpalido apical (antigo Wulst), area corticéidea dorsolateral (antigo
pallium dorsolateral ou externo), arcopallium dorsal (antigo archistriatum dorsal) e
flexura dorsal ventricular (antigo dorsal ventricular ridge - DVR). Estas areas
corticais estdo envolvidas no processamento sensorial € motor de vertebrados,
sendo que suas projecdes ao estriado evidenciam o papel dos ganglios da base no
controle do movimento. A proje¢do “cortico-estriatal”, também em aves, utiliza o
neurotransmissor  excitatorio  glutamato (McGEORGE e FAULL, 1989;
VEENMANN et al., 1995; REINER et al., 2004; JARVIS et al., 2005).

O talamo dorsal em aves também envia aferéncias para o estriado. Os
nucleos talamicos que s3o responsdveis por essa projecdo parecem  Ser
topograficamente e hodologicamente compardveis em aves e mamiferos

(WILD,1987). Estes nucleos recebem informacdes principalmente sensoriais e



motoras, esta ultima em menor quantidade. A terceira grande fonte de aferéncia
para o estriado ¢ proveniente das células dopaminérgicas da regido tegmental, que
inclui area tegmentar ventral, substancia negra e campo retrorubral (FALLON e

MOORE, 1978; MEDINA e REINER, 1995).

Tanto em mamiferos quanto em aves e répteis, o corpo estriado € composto
principalmente por dois tipos celulares: os neurdnios de tamanho médio que
apresentam espinhas em seus dendritos, chamados médio-espinhais, e os neurdnios

nao-espinhais.

Os neuronios médio-espinhais compdoem cerca de 95% da populacdo do
corpo estriado e sdo alvo das projecdes corticais. Virtualmente, todos os neurdnios
médio-espinais utilizam o 4acido gama amino butirico (GABA) como
neurotransmissor; embora todos co-localizem com uma outra substancia
neuromediadora. Assim, subpopulagdes celulares no estriado podem ser divididas
em neurdnios GABAérgicos que contém o neuropeptideo substancia P (SP) ou
neuropeptideos derivados da preprodinorfina (DYN) e neurdnios GABAérgicos
que contém encefalina (ENK) (ANDERSON e REINER, 1990a; VEENMAN e
REINER, 1994; LENT, 2001; PURVES, 2005). Os neurdnios que conttm ENK
projetam para o globo palido, enquanto neurdnios SP+ projetam tanto para
substancia negra quanto para nucleo entopeduncular (homoélogo ao globo palido

medial de primatas) (GERFEN, 1992).

A distribuig¢do espacial € outro fator importante que reflete outra subdivisao
funcional destes neuronios. Embora estas células estejam distribuidas por todo o

territério estriatal, elas ocorrem em dois tipos de agrupamentos chamados:



“macula” (também chamado “estriatossoma” ou “placas”) e “matriz” circundante,
distingdao que parece estar relacionada a conceitos neuroquimicos € hodologicos. A
matriz ¢ imunorreativa a acetilcolinesterase (AChE), a enzima de degradagdo da
acetilcolina. As maculas, no entanto, apesar de apresentarem fraca expressao desta
enzima (AChE), podem ser identificadas quando o tecido ¢ processado com
anticorpo contra encefalina (ENK) ou contra substancia P (SP). Algumas maculas
sdao ENK+ enquanto outras sdo SP+, ndo havendo sobreposicdo. Placa e matriz
também participam de circuitos diferentes. A matriz recebe aferéncias
principalmente da area motora primaria (MI) e sensorial primaria (SI) e projeta,
sobretudo para o globo palido medial (GPm) e parte reticular da substancia negra
(SNr). Em contraste, as placas sdo inervadas pelo lobo pré-frontal e certas
estruturas limbicas, como amigdala por exemplo, e sua principal projecdo ¢ a parte
compacta da substancia negra. Estas divisdes neuroquimicas e anatdmicas sugerem
que, no estriado, varias fungdes fisiologicas sdo servidas por sistemas paralelos.
(KINGSLEY, 2001; PURVES, 2005). A divisdo em macula e matriz parece ser
atributo exclusivo de mamiferos, especialmente o nucleo caudado. Em aves,
neurdénios e fibras AChE+, SP+ e ENK+ estdo distribuidos de maneira

relativamente uniforme no estriado (REINER et al., 1998).

As projecOes eferentes estriatais t€ém como origem neur6nios médio-
espinhais e t€ém como principais alvos o globo palido e a regido tegmental. Em
mamiferos, neurénios SP/DYN/GABA projetam para o globo palido medial e
substancia negra parte reticulada e compacta, enquanto que neurénios ENK/GABA
chegam ao globo palido lateral e substancia negra compacta. Em aves, o globo

palido recebe aferéncia de ambos os tipos neuronais (ANDERSON e REINER,



1990 a; BERENDSE, et al., 1992; MEDINA e REINER, 1995; REINER et al.,
1998).

Ja os neur6nios ndo espinhais, que representam os 5% restantes da
populagdo, sdo interneurdnios e trés diferentes populagdes sdo conhecidas: 1)
grandes neurdnios ndo espinhais colinérgicos; 2) neurOnios nao espinhais de
tamanho médio co-contendo somastotastina (SS), neuropeptideo Y (NPY),
NADPH-diaforase e a enzima de sintese do oxido nitrico (NOS); 3) neurdnios nao
espinhais de tamanho médio, contendo GABA, a proteina ligante de calcio
parvalbumina (PV) e o hexapeptideo relacionado a neurotensina (LANTO6)
(ANDERSON e REINER, 1990b; VEENMAN e REINER, 1994; MEDINA e
REINER, 1995).

COMPLEXO PALIDAL

O complexo palidal dorsal situa-se ventralmente ao corpo estriado € em
mamiferos ¢ dividido em: 1) globo palido lateral ou externo nos primatas, e
chamado simplesmente de globo palido nos ndo primatas; e 2) globo palido medial
ou interno nos primatas, ou nucleo entopeduncular nos nao primatas. Ja em aves, o
complexo palidal dorsal ndo possui divisdes e ¢ chamado simplesmente de globo
palido, antes chamado paleostriatum primitivum (MEDINA e REINER, 1995;
REINER et al., 2004; JARVIS et al., 2005).

O globo palido, como j& mencionado, ¢ alvo de projegdes estriatais. Ele

representa o estagio final do processamento da informagdo nos ntcleos da base,
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visto que dele partem as projegdes eferentes deste conjunto de grupamento celular
(figural). Porém, em contraste a grande similaridade das projecdes estriatais entre
os amniotas, as eferéncias palidais apresentam algumas diferencas entre mamiferos
e aves. A maior parte da projecdo palidal, em mamiferos, segue em direcdo ao
talamo (nucleos talamicos ventral lateral e ventral anterior, e dai para coértex pré-
motor) e tegmento (substidncia negra parte reticulada e compacta). Em aves e
répteis, no entanto, apesar de projecao semelhante para o tegmento, o outro alvo de
projecao palidal ¢ o pré-tecto de aves, especificamente o nucleo espiriforme lateral,
influenciando no controle visuomotor destas espécies ou o nucleo da comissura
posterior de répteis. Outra eferéncia palidal ¢ o nucleo subtalamico (antigo ntcleo
anterior da ansa lenticular de aves). (KARTEN e DUBBELDAM, 1973; KITT e
BRAUTH, 1982; REINER et al., 1982a; REINER, et al., 982b; MEDINA ¢
REINER, 1995; VEENMAN et al., 1995; MEDINA e REINER, 1997; PLENZ et
al., 1998; JIAO et al., 2000).

Tanto em aves quanto em mamiferos, o principal tipo neuronal palidal ¢ de
projecao e expressa o transmissor inibitorio GABA, sendo que a maioria também
apresenta LANT6 ¢ PV (REINER e ANDERSON, 1993; VEENMAN ¢ REINER,
1994; MEDINA e REINER, 1995).

OUTROS NUCLEOS

O complexo nigral ¢ formado pela substancia negra e area tegmental ventral.

Proje¢des estriatais e palidais sdo suas principais fontes aferentes, recebendo ainda

entrada cortical, subtalamica e do ntcleo pediinculo-pontino tegmental.
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Em mamiferos, a substancia negra também pode ser dividida em duas
subpopulagdes, compacta e reticulada. A substancia negra, parte compacta (SNc)
contém neurdnios dopaminergicos (DA+) que se projetam para estriado (caudado-
putamen). J& a substancia negra, parte reticulada (SNr), contém neurdnios
GABA¢érgicos e se projeta para o talamo, o coliculo superior, a formagdo pontina
parabraquial, além do estriado. A parte reticulada da substincia negra ¢
considerada por alguns como a subdivisdo funcional do globo palido, pois enquanto
este ultimo se projeta para o cortex motor via nucleos talamicos ventral lateral e
ventral anterior, a primeira também estabelece conexao como neurdnios motores do
coliculo superior que comandam movimento dos olhos sem qualquer passagem
pelo tdlamo (MEDINA e REINER, 1995). A pesar de menos distinguivel, as
divisdes e conexodes da substancia negra em aves parecem seguir o mesmo padrao
de divisao (FALLON e MOORE, 1978; ANDERSON e REINER, 1991; SMEETS,
1991; VEENMAN e REINER, 1994; MEDINA ¢ REINER, 1995; PURVES,
2005).

O nuacleo subtalamico recebe projecOes aferentes que chegam através da
parte lateral do globo palido, cortex cerebral e substdncia negra. Este nucleo
contém grandes quantidades de neurdnios glutamatérgicos que projetam para
ambas as por¢des do globo palido e para substancia negra (PLENZ et al., 1998;
JIAO, et al., 2000).

O ntcleo pedunculo pontino tegmental, situado na formacao reticular pontina
parabraquial, recebe projecdes gabaérgicas da substidncia negra e ¢ fonte de
projecdes colinérgicas para o neoestriado, substancia negra e motoneuronios do

tronco encefalico (ERRO et al., 1999; ERRO ¢ GIMENEZ-AMAYA, 1999).
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GLUTAMATO

O neurotransmissor glutamato (Glu) e seus receptores exercem importante
funcdo nos circuitos que englobam os ganglios da base. Como ja citado, as
projegdes cortico-estriatais sdo glutamatérgicas. As proje¢des do cortex para o
nucleo subtalamico e deste para o palido também sdo glutamatérgicas (CHEN,
1998). Juntamente com aspartato, Glu ¢ dos mais proeminentes sistemas
excitatorios do sistema nervoso central (SNC). O glutamato ¢ uma molécula chave
no encéfalo, estando envolvida com metabolismo celular e neurotransmissio. E
ainda precursor para um neurotransmissor igualmente importante: o dcido y-amino-
butirico (GABA). Glu, assim como glutamina (Gln) sdo sintetizados no cérebro,
sendo suas concentracdes intracelulares altas e extracelulares baixas, assim
mantidas pela alta afinidade por sistemas de captacdo Na'-dependentes

(KVAMME, et al., 1998).

Glutamato ndo atravessa a barreira hemato-encefalica sendo sua sintese local
(terminal neuronal). ApoOs sua liberacdo, o glutamato deve ser rapidamente
eliminado do espaco extracelular. A retirada do transmissor glutamato da fenda, e
0 conseqiiente cessamento de sua acdo, ¢ entdo, determinada pela recaptagao
exercida pelo neurdnio pré-sinaptico e pela captacdo efetuada por astrocitos, nao
havendo enzima de quebra presente na fenda sinaptica (TAKUMI et al., 1998). A
captacio ou recaptacdo do glutamato ocorre através de co-transportadores Na'/Glu.
Nas células gliais o glutamato ¢ entdo convertido a glutamina (Gln) que passa para
o fluido extracelular e ¢ entdo captado pelo neuronio pré-sinaptico. A glutamina ¢
hidrolizada na mitocondria do neurénio pré-sinaptico, tornando-se novamente

glutamato (NICHOLLS, 1994).
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RECEPTORES DE GLUTAMATO

Duas classes de receptores podem mediar a acdo do glutamato: os
ionotropicos € os metabotropicos. Dentre os ionotrdpicos, estdo presentes os dos
tipos AMPA, KAINATO e NMDA, assim denominados em funcdo de seus
agonistas  seletivos  (respectivamente  acido  a-amino-3-hidroxi-5Smetil-4-
1soxazolepropidnico; acido cainico e N-metil-p-aspartato). Ja os metabotrdpicos
pertencem a uma familia de receptores acoplados a proteina-G, que pode modular a
transmissdo sinaptica. A localizagdo precisa de receptores (pré, poés ou peri-
sinapticos) ¢ de grande importancia para o trafego da informag¢do neural, inclusive

para o desenvolvimento de drogas terapéuticas (NICHOLLS, 1994).

Receptores dos tipos AMPA e KA, por suas semelhangas funcionais, sao
muitas vezes agrupados e chamados nao-NMDA. Este conjunto de receptores
medeia um vasto nimero de sinapses excitatorias rapidas, enquanto os receptores
NMDA parecem desempenhar um papel especializado na memoria e aprendizado

(NICHOLLS, 1994).

Receptores de glutamato do tipo AMPA formam canais i6nicos que, quando
ligados ao glutamato, permitem o influxo de cations, geralmente Na' e, em alguns
casos, de Ca®" além do efluxo de K'. Sua estrutura é composta de quatro
subunidades protéicas circundando um espaco que constitui o canal i6nico e aceita
varias combinagdes funcionais dentre quatro variantes denominadas GluR1, GluR2,
GluR3 e GIuR4.  Dessa forma, um receptor do tipo ndao-NMDA pode ter

composicdo homo-oligomérica, quando as quatro subunidades que formam o
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tetrdimero sdo iguais (uma Unica variante) ou hetero-oligomérica, quando ¢ formado

por diferentes subunidades (WENTHOLD e ROCHE, 1998).

Cada subunidade do receptor de glutamato apresenta trés dominios
transmembranicos completos (M1, M3, M4) e um segmento de al¢ca reentrante
(M2), que contribui para a abertura do canal id6nico. As subunidades também
apresentam uma por¢cdo N-terminal extracelular e uma por¢do C-terminal

intracelular (BORGES e DINGLEDINE, 1998).

As diferentes subunidades que compdem cada receptor adicionam
diversidade funcional ao receptor. A presenca da subunidade GIluR2, por exemplo,
¢ responsavel pela baixa permeabilidade ao célcio. J4 a auséncia desta subunidade
¢ responsavel por alta permeabilidade a este ion. Esta caracteristica parece ser
devido a troca de uma glutamina por uma arginina na alga M2 desta subunidade. Ja
a presenca da subunidade GluR4 confere uma alta taxa de dessensitizagdo. A
composicdo das subunidades que formam o receptor de glutamato ¢ entdo
importante, pois representara a maior ou menor permeabilidade ao célcio, além de
interferir na cinética do canal (HOLLMANN, et al., 1991; GOTZ et al., 1997;
BORGES e DINGLEDINE, 1998; OZAWA et al., 1998; STEFANI et al., 1998;
LANCELOT e BEAL, 1998; KEW & KEMP, 2005)

Os membros desta familia de receptores podem existir em duas isoformas,
chamadas “‘flip>> e ““flop’’. Esta diferenca ocorre devido a um processamento
(splice) alternativo durante a transcrigdo do RNAm. A isoforma flop do RNAm
aparece mais tarde durante o desenvolvimento e ¢ menos ativa que a variante flip

(BORGES ¢ DINGLEDINE, 1998). A isoforma flip estd presente antes do
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nascimento e especula-se que seja importante na sinaptogénese. Assim, a atividade
do receptor de glutamato (GluR) parece ser modulada durante o desenvolvimento

(BORGES e DINGLEDINE, 1998).

Diversas composi¢des dos receptores de glutamato do tipo AMPA estdo
presentes em nucleos da base de mamiferos e aves (McGEORGE e FAULL, 1989;
TESTA et al, 1994, VEENMAN et al, 1994; CHEN, 1996, 1998;
LAVERGHETTA et al., 2005). No estriado, a expressdo de receptores do tipo
AMPA parece variar conforme o tipo celular. Neuronios estriatais de proje¢ao sao
ricos nas subunidades GIuR2 e/ou GluR3 e pobres em GluR1 e GluR4, enquanto
interneurdnios parvalbuminérgicos tém se mostrado ricos nas subunidades GluR1 e
GluR4, porém, pobres nas subunidades GluR2 e/ou GIluR3 (CHEN, 1996;
LAVERGHETTA et al., 2005).

Apesar de importantes alvos na transmissdo sindptica, a estimulacao
excessiva de receptores AMPA pode exercer dano excitotoxico. Desordens
degenerativas cronicas como as doengas de Huntington, Parkinson e esclerose
lateral amiotrofica parecem estar associadas com esta excitotoxicidade
(GARERI,1995; BORGES e DINGLEDINE, 1998; LANCELOT e BEAL, 1998).
Estes danos podem ser, ao menos em parte, devido ao alto influxo de célcio

(KHACHATURIAN, 1991).
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PROTEINAS LIGANTES DE CALCIO

Inumeras etapas biologicas envolvem o ion célcio, como por exemplo, o
acoplamento excitagdo-contracdo muscular, alteracido da permeabilidade da
membrana celular, transmissdo de impulsos nervosos, sintese e liberacdo de
neurotransmissores, utilizacdo da glicose, mecanismos secretores celulares,
podendo também representar um tipo de segundo mensageiro intracelular
influenciando a transcricdo genética, crescimento do soma, neuritos, cones de
crescimento e botdes terminais, atuando de forma pléstica na constituigdo celular
(BENZONANA et al., 1977; RASMUSSEN, 1980; BLAUSTEIN & RASGADO-
FLORES, 1981; HEIZMAINN, 1984; HEIZMAINN & KAGI, 1989; KELLY,
1991; KHACHATURIAN, 1991).

Assim, ¢ de grande importancia que a homeostase do calcio seja regulada por
rigidos mecanismos de controle. Da mesma forma, o curso do tempo ¢ a
regionalizagdo do aumento transitorio do célcio precisam ser eficientemente

controlados de forma a ativar seletivamente multiplos processos celulares.

A regulagdo dos niveis de calcio € essencial para o funcionamento do sistema
nervoso, uma vez que o aumento ndo-fisiologico (agudo ou crénico) do nivel
citoplasmatico deste ion pode levar a morte celular. Quatro mecanismos basicos
influenciam na homeostase do calcio. Sao eles: 1) canais de calcio; 2) proteinas
ligantes de calcio; 3) bombas de transporte de calcio dependentes de energia e; 4)
seqiiestro de calcio por organelas intracelulares (CELIO, 1989; BAIMBRIDGE et
al., 1992; GARERI, 1995). Proteinas ligantes de calcio podem ser divididas em

dois grupos: proteinas disparadoras e proteinas tamponantes. As proteinas

16



disparadoras como a calmodulina e a troponina-C mudam sua conformagdo
estrutural apds ligarem-se ao cdalcio, modulando assim a atividade de varias
enzimas € canais 10nicos, enquanto que as tamponantes equilibram sua

disponibilidade (BAIMBRIDGE et al., 1992).

Algumas das proteinas descritas como tamponantes, tais como parvalbumina
(PV), calbindina (CB) e calretinina (CR), supostamente mantém a concentracdo de
calcio em equilibrio dentro da célula em patamares fisiologicos (McBURNEY &
MEERING, 1978). Elas provavelmente limitam a estimulacdo metabolica que
poderia ser gerada pelo aumento dos niveis intracelulares de calcio livre
(BAIMBRIDGE et al., 1992). Proteinas ligantes de calcio podem supostamente
exercer um papel protetor contra esta excitotoxicidade (KHACHATURIAN, 1981;
ECKERT, 1994; GARERI, 1995).

A distribuicdo intracelular das proteinas ligantes de calcio ¢ muito diversa,
sugerindo implicagdes fisiologicas diferentes (GOODMAN et al., 1979;
PERSEHINI et al., 1989). Isso resulta em enorme polémica a respeito da forma
com que grupamentos celulares especificos fariam uso de passos metabolicos
calcio-dependentes diferentes, coordenados por complexos protéicos também
diferentes, o que ndo impede que dois ou mais tipos de proteinas ligantes de calcio

estejam abrigadas em uma mesma célula (BAIMBRIDGE et al., 1992).

Embora o papel funcional das proteinas ligantes de cdlcio ndo seja
inteiramente conhecido, anticorpos contra estas proteinas foram e té€m sido
utilizados como marcadores celulares para populagdes neurais especificas,

principalmente nas areas visuais, através de sua distribui¢do diferencial como meio
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de delimitagdo e caracterizacdo nuclear (CELIO & HEIZMANN, 1981;
HEIZMANN, 1984; BAINBRIDGE et al.,, 1992; ANDRESSEN et al., 1993;
TOLEDO et al., 1995; SANTANA et al., 2002).

Proteinas ligantes de calcio também foram utilizadas nos ntcleos da base
como marcadores neurais além de possiveis correlagdes funcionais (KITA et al.,
1990; KITA, 1994; FIGUEREDO-CARDENAS; 1998). CICHETTI et al., 1999
descreveram a co-localizacdo parcial entre calretinina e subunidades do receptor de

glutamato do tipo AMPA em interneuronios estriatais.

A proteina calbindina parece estar intensamente diminuida em &reas
especificas afetadas por patologias neurodegenerativas, como a substiancia negra na
doenga de Parkinson, corpo estriado na doenca de Huntington e nucleo basal de
Meynert na doenca de Alzheimer (IACOPINO & CHRISTAKOS, 1990).
HEIZMAN & BRAUN (1992) sugerem uma possivel resisténcia de neurdnios PV-

positivos (PV+) na doenga de Alzheimer.

A co-localizagdo entre receptores de glutamato e proteinas ligantes de célcio
foi evidenciada em algumas areas do encéfalo. Kondo et al., (1997) demonstraram
que no cortex somatossensorial de ratos ha uma correlagdo positiva entre as
marcagoes de parvalbumina com a presenca da subunidade GluR1 e auséncia da
subunidade GIluR2. Ja a proteina calbindina esteve presente nos neurdnios que
expressam ambas as subunidades. A proteina calbindina também esteve presente
nos neurdnios que expressam GluR2, mas nao expressam GluR1, porém, isto s6 foi

verdadeiro nas camadas Il e III do cortex.
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MUDANCAS RELACIONADAS A IDADE

Tanto proteinas ligantes de cdlcio quanto receptores de glutamato parecem

sofrer alteracdes dependentes da idade

Kumar et al. (2002) mostraram que o nivel da subunidade GIluR2 em
neurdnios piramidais (camada 5) do neocortex de ratos € crescente durante o
desenvolvimento pds-natal ente os dias 13 e 21, e este aumento ¢ manifestado nao
apenas em termos absolutos, mas também ¢ relativo as subunidades GluR1 e
GluR4. Eles sugerem que o aumento ndo ¢ meramente atribuido ao aumento no
numero total de receptores, mas possivelmente na estequiometria do receptor e

conseqiientemente na menor permeabilidade ao célcio.

A modulagao da expressdo de receptores de glutamato parece ser de grande
importancia durante o desenvolvimento. A inje¢do de agonistas do tipo AMPA,
quisqualato e NMDA teve efeito expressivamente mais danoso durante o periodo
pos-natal do que quando injetada no encéfalo adulto (McDONALD, 1988; 1990;
1992). Em ntcleos da base de ratos, JAKOWEC (1998) observou que todas as
subunidades do receptor de glutamato do tipo AMPA apresentaram decréscimo de
sua expressao durante o desenvolvimento pds-natal; enquanto que no neoestriado, o
inicio de funcionamento de receptores tipo AMPA/KA parece preceder o

funcionamento de receptores do tipo NMDA (COLWELL, 1998).
A utilizag¢do das proteinas ligantes de célcio calbindina e parvalbumina como

marcadores neuronais, possibilitou a LETNIC e KOSTOVIC (1998), delinear

distintas fases da maturacdo pos-natal do cortex visual em primatas. Evidentes
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mudangas puderam ser observadas nos estagios entre o nascimento, dois meses,
cinco meses, oito meses e dois anos de idade. No cortex cerebral, cerebelo e tronco
encefélico de ratos, a proteina ligante de calcio calbindina ¢ detectada em baixos
niveis no 15° dia embrionario e aumenta gradativamente até alcangar niveis adultos
ao redor da 4° ou 5" semana de vida pds-natal (KUROBE et al., 1992). Diferentes
regides apresentaram incremento ou redug¢do na expressdo destas proteinas, tanto
em corpos celulares quanto em neuropila. Estas variagdes parecem estar
sincronizadas com as mudancas na arquitetura sinaptica, evidenciando a profunda
reorganizacdo do cortex de mamiferos durante desenvolvimento pos-natal
envolvendo eliminacdo de espinhas dendriticas, sinapses e remodelagdo de

circuitos (LETNIC e KOSTOVIC, 1998).

Em humanos, proteinas ligantes de céalcio apresentaram padrdo se expressao
variavel de acordo com a idade em distintas areas do encéfalo. No estriado, a
chegada seqiiencial dos varios sistemas aferentes parece ser refletida em mudancas
no padrdo de imunorreatividade a proteina calbindina (ULFIG, 2002). Em
interneurdnios neoestriatais de ratos, a proteina ligante de célcio calretinina esta
presente desde o nascimento, mas o numero de células que expressam essa proteina
chega ao pico por volta do 5° dia de vida e decresce nas duas semanas seguintes.
Células PV+ aparecem proximo ao 9° dia, aumentando seu nimero e distribui¢do

nas duas semanas seguintes (SCHLOSSER, 1999).

Mudancas na maquinaria neuroquimica de algumas regides parecem ser
influenciadas, ou talvez dar suporte, a essa maturagcdo fisioldgica. Aspectos
funcionais parecem influenciar diretamente a expressdo de proteinas ligantes de

calcio (BAIMBRIDGE et al., 1992). Em pombos, ha uma redu¢ao muito grande da
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imunorreatividade tanto para calbindina quanto para parvalbumina na regido do
tecto optico (TeO) apos lesdes retinianas, 0 que sugere que a expressao das
proteinas ligantes de calcio pode ser dependente da inervacao oriunda da retina. A
expressao destas proteinas aparece novamente 5 a 6 semanas pds-lesdao (BRITTO et
al., 1994). Assim, a expressdo destas proteinas em uma determinada célula pode
ser dependente de suas aferéncias, de modo que sua expressao esteja relacionada ao
nivel de atividade celular. O mesmo parece ocorrer com as subunidades GluR1 e
GluR2/3 do receptor de glutamato. Entretanto, neste caso as lesdes retinianas
resultaram em um decréscimo inicial, observado no segundo dia apds a lesdo,
seguido por uma superexpressdo no sétimo dia pos-lesdo (PIRES, et al., 1998;

2000).

O periodo de maturagdo pos-natal ¢ varidvel entre as diferentes espécies. O
aparecimento de uma banda caracteristica de células CB+ na camada II das areas
17 e 18 do cortex visual de humanos ocorre ao redor do segundo més de vida,
enquanto que nos macacos, ja esta presente ao nascimento. O pico de expressao de
PV na camada IV do cortex visual ocorre aos doze meses em macacos, mas apenas
aos dois anos em humanos. Assim, o padrao de expressdao de PV e CB em macacos
¢ humanos apresentam o mesmo curso de variagao durante a maturacao, porém, de
forma mais lenta nos ultimos. Esses dados sugerem participagdo dessas proteinas
em diversas etapas e processos de formacdo do sistema nervoso como
sinaptogénese, maturacdo sinaptica pds-natal, aparecimento de receptores de

neurotransmissores e plasticidade (LETINIC e KOSTVIC, 1998).

Em pombos, a maturacdo funcional dura cerca de 25 a 30 dias. Neste

periodo ainda ha dependéncia parental para sobreviver. Apesar de serem aves, 0
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periodo em torno do 25° dia é chamado comumente de desmame. O pombo inicia a
abertura do olho por volta do quarto ou quinto dia e somente apos o sétimo dia ¢
que apresenta tentativas eficazes, porém por curto tempo de ficar em pé e € capaz
de acertar um alvo ao bicar. Esse dado ¢ sugestivo de que os circuitos visuo-
motores podem ter desenvolvimento precoce, enquanto que os relacionados com
motricidade postural ou voluntaria requerem um tempo maior, assemelhando-se

com o observado para mamiferos.

Diversos estudos relataram que durante o periodo pos-natal de ratos, gatos,
macacos e cachorros, os neuronios estriatais apresentam uma aparéncia imatura
caracterizada por auséncia ou dispersao de espinhas e presenga de varicosidades no
segmento dendritico distal (LEVINE et al., 1986; TANAKA, 1980). Estudos de
microscopia eletronica também evidenciam uma prolongada maturacdo pds-natal
nas estruturas sinapticas de roedores, felinos caninos e primatas (ADINOLFI, 1977,
DiFIGLIA,1980; TANAKA, 1980; SHAP e TEPPER, 1998). A propria formagao
da conexao cortico-estriatal parece ocorrer em trés estagios, sendo que o ultimo
(arborizagdo terminal) ocorre durante a fase pos-natal e estudos eletrofisiologicos
(TEPPER et al.,, 1997) indicaram resultados que corroboram as alteragoes

morfologicas (estruturais) descritas.
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1. OBJETIVO

Levando-se em consideragdo: 1) a importancia dos nucleos da base na fungao
motora, assim como o envolvimento do glutamato, de seus receptores e de
proteinas ligantes de calcio neste sistema; 2) a conservagdo filogenética destas
estruturas entre mamiferos e aves; 3) maturagdo funcional tardia em pombos a
semelhanga de mamiferos complexos e; 4) a importancia do desenvolvimento pds-
natal no refinamento das atividades funcionais e no ajuste dos mecanismos
(bioquimicos) intracelulares, sera objetivo deste trabalho: caracterizar, no estriado
lateral e no globo palido, uma possivel variagdo na expressdao das subunidades
GluR1, GluR2/3 e GluR4 do receptor de glutamato, assim como das proteinas
ligantes de calcio PV e CB durante a fase inicial de desenvolvimento pds-natal de

pombos, utilizando para isso, a técnica de imuno-histogimica.
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l1l. MATERIAIS E METODO

Sujeitos Experimentais

No decorrer deste estudo, utilizamos 42 (quarenta e dois) pombos (Columba
livia) divididos nas seguintes idades: PO (dia do nascimento), P1 (primeiro dia pos-
natal) P3 (terceiro dia pos-natal), P5 (quinto dia pods-natal), P7 (sétimo dia pos-
natal), P10 (décimo dia pos-natal) e adulto jovem (acima de quatro meses de vida),
de ambos os sexos, obtidos com criadores locais, sob condi¢gdes de alimentacao

irrestrita € ciclo de luz natural.

Os valores de peso dos animais utilizados variaram da seguinte forma: PO:
15,5 + 2,64; P1: 20,25 £ 6,89; P3: 53,8 +£ 21,30; P5: 103,25 + 11,35; P7: 118 £
21,09; P10: 240,83 + 46,73 e adulto: 361 £ 47,48 (média + desvio padrio).

Todo tipo de experimento foi levado a termo respeitando-se as normas e
preceitos do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBREA) e segundo
as diretrizes da Society for Neuroscience, em acordo com guia dos National
Institutes of Health americanos; além de ter sido aprovado pelo Comité de Etica na
Experimentacdo Animal (CEEA) da Unicamp (protocolo nimero 759-2, aprovado

em 17/02/05).
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Experimentos Imuno-histoquimicos

Os quarenta e dois animais foram anestesiados profundamente com ketamina
(ketalar, PARKE-DAVES, 0,06mL / 100g de peso corporal, i.m.) e xilazina
(rompum, MILES-LAB, 0,04mL / 100g de peso corporal, i.m.). Utilizando-se
materiais cirurgicos, a caixa tordcica era aberta com exposi¢ao do coragao € injecao
de heparina (HEPARINA SODICA 0,2 mL / 100g de peso), os animais foram
perfundidos por via intracardiaca com solugdo salina tamponada (pH 7.,4) e
subseqiientemente com solugio de paraformaldeido a 4% em tampdo fosfato a 4'C
(PFA, pH 7,4). Os cérebros foram entdo removidos € apos serem mantidos no
fixador (PFA 4%) por cerca de 12 horas foram transportados para uma solu¢do com
sacarose a 30% em tampdo fosfato pH 7,4, onde permaneceram ao minimo 24
horas até¢ serem secionados, com uma espessura de aproximadamente 40 pm, em

microtomo deslizante de congelamento ou criostato.

Os cortes foram recolhidos em ordem seqiiencial e armazenados em solugao
tampao fosfato 0,1M, pH 7,4 a 4'C. Os cortes selecionados foram lavados por 3

vezes durante 10 minutos em solucao tampao 0,1M em temperatura ambiente.

Parte dos cortes selecionados foi montada em laminas gelatinizadas e, depois
de secos, corados pelo método de Giemsa para servir de guia histoldégico da regiao

e como referencial para o estudo quantitativo.
Os demais cortes foram processados imuno-histoquimicamente. Para tanto,

foram incubados, por 12 a 36 horas a 4 C com um anticorpo primdario contra a

proteina a ser estudada. Os anticorpos primarios utilizados foram: um anticorpo
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monoclonal de camundongo contra parvalbumina, um anticorpo monoclonal de
camundongo contra calbindina (ambos da Sigma Co. Saint Louis, LO), dois
anticorpos monoclonais de coelho contra as subunidades GluR1 e GluR4, um
antisoro policlonal de coelho contra um epitopo comum as subunidades GluR2 e
GluR3, que chamaremos de GluR2/3 (todos originarios de Chemicon, Temecula,
CA). As dilui¢des eram sempre feitas em tampao fosfato 0,1M, pH 7,4 com Triton-
X-100 a 0,3% em concentragdes que variaram entre 1:250 a 1:2000, de acordo com

o protocolo utilizado.

Os cortes foram entdo novamente lavados em tampao fosfato em temperatura
ambiente e incubados por uma hora com o anticorpo secundario biotinilado
(Jackson ImmunoResearch Labs. Inc., West Grove, PA) contra as imunoglobulinas
do animal do qual foi feito o anticorpo primario (camundongo ou coelho). Apos
nova série de lavagens a temperatura ambiente, os tecidos foram colocados por uma
hora em solu¢do de Triton-X-100 0,3 % em tampao fosfato 0,1M e 0.4 M de NaCl
onde se incluia o complexo avidina-biotina-peroxidase (ABC ELITE kit, Vector
Lab.) preparado 30 minutos antes. Apds nova série de lavagem, os cortes foram
imersos num meio contendo diaminobenzidina (DAB) 0,05% em tampao fosfato
0,1M por cerca de 5 minutos. Acrescentou-se a seguir, cerca de 800 uL. de solugdo
de peroxido de hidrogénio (concentracao final: 0,01%), mantendo-se os cortes
neste banho até que a reagdo fosse evidenciada. Atingido o ponto 6timo de
contraste entre a regido marcada e o tecido ndo reativo, os cortes foram removidos
da solucdo com DAB e imersos em tampao fosfato 0.1M. Depois de nova série de
lavagens em tampao fosfato 0,1M, com o objetivo de remocdo do excesso de

reagente, os cortes foram montados em laminas tratadas com gelatina.
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Apods secagem por trés a quatro dias em placa quente a 35C, foram
brevemente hidratados em agua destilada, banhados em solugdo de tetroxido de
osmio 0,1% por 15 — 30 segundos, desidratados por uma série de alcoois em
concentragdes crescentes, clarificadas com Hemo-De (Fisher) e cobertos com
laminulas tendo como meio de montagem o Permount (Sigma). Uma vez prontos,

os cortes foram observados em microscopia de luz para analise histologica.

Alguns cortes foram processados excluindo-se apenas a etapa de incubagdo
com o anticorpo primario € em outros foi excluida apenas a etapa de incubagao
com o anticorpo secundario no intuito de estabelecer um controle negativo. Todos

experimentos realizados nestas condi¢des apresentaram padrao nulo de marcagao.

A homologia entre a seqiiéncia de nucleotideos das subunidades do receptor
de glutamato do tipo AMPA de aves e de ratos ¢ entre 94% e 98% 1déntica
(OTTIGER, et al., 1995; PAPERNA, et al., 1996; RAVNDRANATHAN, et al.,
1996). Posteriormente, RENG, et al. (1999), utilizando experimentos de Western
Blot mostraram que o anticorpo contra as subunidades GluR1, GluR2/3 e GluR4 do
receptor de glutamato do tipo AMPA origindrios da Chemicon (Temecula, CA)

apresentam alta especificidade em pombos.

Técnica de Giemsa

Logo apos a etapa de microtomia, parte dos cortes foi separada e montada em
laminas gelatinizadas, conforme citado acima. Apds a secagem em placa quente

(35°C) durante trés ou quatro dias, as Laminas foram desengorduras em
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cloroformio, reidratadas em seqiiéncia decrescente de alcoois, banhadas em agua
destilada, coradas em mistura morna do corante GIEMSA, lavadas em tampao
fosfato, diferenciadas em alcool, novamente lavadas em tampao fosfato, fixadas em
molibidato de amonia, lavadas em 4gua destilada,desidratadas em seqili€ncia
crescente de alcoois, clarificadas com Hemo-De (Fisher) e cobertos com laminulas

tendo como meio de montagem o Permount (Sigma).

Esta técnica possibilita a evidenciagdo da substancia de Nissl, um material
granular constituido por RNA ribossomal presente no interior de virtualmente todas

as células nervosas (ONISHI, 1999).

Analise Quantitativa

Todos os cortes representativos da regido estudada tiveram suas imagens
digitalizadas (programa Magnafire - Optronics) utilizando microscopio de luz
NIKON Eclipse E800 acoplado a uma camera digital. As imagens digitalizadas
foram preparadas utilizando Adobe Photoshop (v 6.0).

Em todas imagens foi realizada a contagem do nimero de células utilizando-
se um quadrado de 250pm X 250um, constituindo um campo de 62.500pm’
(eventualmente foi utilizado um retangulo de area equivalente) em cada uma das
trés regides de interesse no encéfalo de pombos: o centro do globo palido e as
regioes central e lateral do corpo estriado. Este quadrado foi construido a partir da

digitalizacdo de uma barra de escala com intervalos de 10um. Considerando-se que
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o tamanho anatdmico da regido central do estriado ¢ evidentemente maior que as
demais regides, foram contados dois campos enquanto que no globo palido e regido

lateral do estriado apenas um, conforme esquematizado na figura 2.
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Figura 2: Representacdo esquematica de corte histologico do encéfalo de
pombo adaptado do atlas estereotaxico de pombos (KARTEN & HODOS,1967),
considerando a nomenclatura revisada por REINER et al, 2004. Os quadrados
presentes na regido do estriado e do globo palido representam aproximadamente a
area de contagem celular. Abreviaturas. CO: quiasma Optico; E: entopalio; FA:
tracto fronto-arcopalial; GP: globo palido; HA: hiperpalio apical; HD: hiperpalio
densocelular; Hp: hipocampo; INP: nucleo intrapeduncular; LStC: por¢ao central
do estriado lateral; LStL: porcao lateral do estriado lateral; M: mesopalio; MSt:
estriado medial; N: nidopalido; NI: nidopalido intermediario; V: ventriculo; TSM:

tracto septopalio-mesencefalico.
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Para efeito de computo, todos os neurdnios com mais da metade de seu corpo
celular no interior do quadrado eram considerados. O niimero de corpos celulares
presentes dentro de uma area (no caso 62.500um®) constitui a densidade celular
daquela regido. Apos contagem da densidade celular de todas imagens digitalizadas
em cada uma das trés diferentes regides de interesse, os resultados foram

apresentados na forma de média + desvio padrao.

A contagem celular dos corpos imunorreativos as proteinas estudadas
também foi expressa em porcentagem. A média da densidade celular nos cortes
corados pela técnica de GIEMSA foi considerada 100% em cada uma das regides
nas diferentes idades. A média da densidade celular de células imunorreativas a
cada uma das proteinas estudadas foi entdo comparada a média da densidade
celular de células coradas pela técnica de GIEMSA (100%). Obteve-se assim, o
valor porcentual de células imunorreativas as diferentes proteinas em cada uma das
idades estudadas. Eventualmente o valor da densidade celular foi chamado de

absoluto para diferenciar do valor em porcentgem (valor relativo).
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V. RESULTADOS

IV.1. ASPECTOS MORFOLOGICOS

IV.1.1. GIEMSA

O contingente principal dos nucleos da base de aves estd presente na
regido ventral do telencéfalo. O esquema da Figura 2 indica a distribuicao espacial
do globo palido, estriado lateral (corpo estriado), e das estruturas circunvizinhas.
A coloragao pelo método de GIEMSA permitiu identificar as areas estudadas,
sendo possivel notar uma evidente diferenca no padrao de distribuicao celular
entre o estriado lateral e o globo palido em todas as idades (Figura 3). Em relagdo
ao globo palido, o estriado apresenta maior densidade celular, com corpos de
diferentes formatos, mas, em geral, pouca varia¢ao de didmetro celular (Figuras 3E
- G). Uma pequena, mas visivel diferenca na concentragao de corpos celulares
pode ser observada entre a regido central do estriado (LStC) e a regido lateral do

estriado (LStL) (Figuras 3F e 3G).

Aparentemente, a distribui¢ao celular se tornou mais dispersa ao longo da
idade (Figura 3A - D), assim como podemos notar a variacdo crescente no
tamanho das estruturas observadas em mesma escala, em oposi¢do ao indice de

densidade celular, que apresentou grande declinio (ver detalhes na Figura 17).
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Figura 3: Imagens digitalizadas dos nucleos da base de cortes frontais do encéfalo
de pombos, em diferentes estagios de desenvolvimento, corados pela técnica de
GIEMSA. Ha uma tendéncia a maior dispersdo entre as células ao longo dos dias
de vida pdés-natal (3A—D). Nos detalhes (3E-3G) de um animal P10, diferencas no
tipo celular sdo observadas entre GP e LSt (3E-G). A densidade celular também ¢
aparentemente diferente entre LStC e LStL (3F e 3G). Abreviaturas. GP: globo
palido; INP: nucleo intrapeduncular; LStC: porcao central do estriado lateral; LStL:

porcao lateral do estriado lateral; MSt: estriado medial. Barra de escala= 225um

(A-D) e 45um (E-F).
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IV.1.2 RECEPTORES TIPO AMPA

GluR 1

A 1munorreatividade a subunidade 1 do receptor de glutamato do tipo
AMPA (GluR1) mostrou diferencas qualitativas entre o estriado o globo palido
(figura 4 A).

No estriado lateral (LStC e LStL) uma proeminente neurdpila pode ser
observada, contrastando com as regides vizinhas globo palido, entopalio e
nidopélio. O nucleo intrapeduncular (INP) e o estriado medial (MSt) também

apresentaram neuropila GluR 1+ (figura 4A).

No GP, a escassa neurdpila facilita a visualizagdo de corpos celulares
GluR1+ (Figura 4F - detalhe). Ao longo da maturacdo pos-natal inicial a presenga
de corpos celulares ¢ crescente durante os trés primeiros dias de vida, decrescendo
em seguida. Em P3, especialmente, podemos notar a presenca de processos
celulares imunorreativos ao anticorpo contra a proteina GluR1. Apos a idade P10,
na qual a presenga de corpos celulares GluR1+ no GP ¢ rara, esta proteina pode ser

novamente observada na idade adulta (Figura 4A- F).

Junto a intensa neurdpila presente no estriado, ¢ possivel observar corpos

celulares tanto no LStC quanto no LStL (figuras 5C — detalhe e 6D - detalhe).

36



Figura 4: Imagens digitalizadas da imunorreatividade a GluR1 nos nucleos da base
em cortes frontais do encéfalo de pombos, com enfoque no GP, em diferentes
estagios de desenvolvimento. A imagem 4A mostra o padrao geral de marcacao em
pequeno aumento. A neuropila foi intensamente marcada no LStC, LStL, MSt e
INP, porém pobre no GP. A variacdo etaria na expressdo de GluR1 por neurdnios
presentes no globo palido pode ser observada nas imagens 4B — F, sendo o pico de
expressao em P3 (4C) e o valor mais baixo em P10 (4E). Abreviaturas. GP: globo
palido; INP: nucleo intrapeduncular; LStC: porcao central do estriado lateral; LStL:

por¢do lateral do estriado lateral; MSt: estriado medial. Barra de escala = 225um

(A-F); no detalhe em 4F = 45um.
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Figura 5: Imagens digitalizadas de cortes frontais do encéfalo de pombos
mostrando a imunorreatividade a GluR1 nos nucleos da base, com enfoque no
LStC, em diferentes estagios de desenvolvimento. O padrao de expressao de GluR1
ao longo dos dias pode ser observado nas imagens 5SA — D. Além da neurodpila
intensamente marcada ¢ possivel observar corpos celulares, como evidencia o
detalhe em 5C. Abreviaturas. GP: globo palido; LStC: por¢do central do estriado
lateral. Barra de escala =225um (A-D) e 45um no detalhe.
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Figura 6: Imagens digitalizadas da imunorreatividade a GIuR1 em cortes frontais
do encéfalo de pombos nos nucleos da base, com enfoque no LStL, em diferentes
estagios de desenvolvimento. O padrao de expressao de GluR1 ao longo dos dias
pode ser observado nas imagens 6A — D. Além da neurdpila intensamente marcada
¢ possivel observar corpos celulares, como evidencia o detalhe em 6D.
Abreviaturas. GP: globo palido; LStL: porcao lateral do estriado lateral. Barra de
escala =225 um (A-D) e 45um no detalhe.
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GluR2/3

O padrao de marcacdo para imunorreatividade ao epitopo comum as
subunidades GluR2 e GluR3 (GluR2/3+) foi bastante similar ao apresentado para
GluR1 (Figuras 4A e 7A).

Podemos observar, no estriado lateral (LStC e LStL) uma proeminente
neurdpila, contrastando com as regides vizinhas: globo palido, entopalio e
nidopalio. O nucleo intrapeduncular (INP) e o estriado medial (MSt), estdo, assim

como o estriado, intensamente marcados (figura 7A).

No GP, notamos fraca marcagdo em neurdpila e presenga corpos celulares
GluR2/3+ (Figura 7B — D). Processos celulares sdao facilmente distinguiveis
principalmente durante o desenvolvimento (Figura 7B). Entre P1 e P7 fica claro

um aumento na presenca de corpos celulares (Figura 7B e 7C).

No estriado, a neuropila fortemente marcada dificulta, mas ndo impede a
visualizacdo de corpos GluR2/3+ (Figuras 8 € 9). Porém, na regido central do
estriado lateral a neurdpila parece ser mais intensamente marcada que a regido

lateral (Figuras 7A, 8A, e 9A).

Podemos notar, inclusive, uma visivel diferenca na densidade celular entre
LStC e LStL, facilmente visualizadas nos primeiros dias de vida (Figuras 8 A ¢ 9

A).
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Figura 7: Imagens digitalizadas da imunorreatividade a GluR2/3 em cortes frontais
do encéfalo de pombos, na regido dos ntcleos da base, com enfoque no GP, em
diferentes estagios de desenvolvimento. O padrao geral de expressdao (7A) revela
neurdpila intensamente marcada no LStC, LStL, MSt e INP, porém pobre em GP.
A variagdo etaria na expressao de GluR2/3 pelo globo palido pode ser observada
nas imagens 7B — D. Abreviaturas. GP: globo palido; INP: ntcleo intrapeduncular;
LStC: por¢ao central do estriado lateral; LStL: por¢do lateral do estriado lateral;

MSt: estriado medial. Barra de escala = 225 um (A-D) e 45um no detalhe.
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Figura 8: Imagens digitalizadas da imunorreatividade a GluR2/3 em cortes frontais
do encéfalo de pombos na drea dos nucleos da base, com enfoque no LStC, em
diferentes estagios de desenvolvimento. O padrdo de expressao de GluR2/3 ao
longo dos dias pode ser observado nas imagens 8A — D. Além da neurdpila
intensamente marcada ¢ possivel observar corpos celulares, como evidencia o
detalhe em 8C. Abreviaturas. LStC: porcao central do estriado lateral. Barra de

escala =225 um (A-D) e 45um no detalhe.
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Figura 9: Imagens digitalizadas de cortes frontais do encéfalo de pombos
mostrando a imunorreatividade a GluR2/3 nos nucleos da base, com enfoque no
LStL, em diferentes estagios de desenvolvimento. O padrio de expressao de
GluR2/3 ao longo dos dias pode ser observado nas imagens 9A — D. Além da
neurdpila intensamente marcada ¢ possivel observar corpos celulares, como
evidencia o detalhe em 9D. Abreviaturas. GP: globo palido; LStL: porc¢ao lateral do
estriado lateral. Barra = 225 um (A-D), sendo no detalhe = 45um.
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GluR 4

No globo palido, estriato lateral e medial, o padrao de imunorreatividade ao
anticorpo contra GluR4 apresenta uma diferenga expressiva quando comparado
com o padrao apresentado ao anticorpo contra GluR1 e GluR2/3 (figuras 4A, 7A e
10A).

Enquanto no estriado a neuropila € agora pobre em marcagao; ja no globo
palido, podemos facilmente visualiza-la e com grande quantidade de processos

celulares.

No globo palido, desde o nascimento, encontramos a presenga destes
processos celulares em grande quantidade. Ao passar dos dias, eles se tornam
menos intensos (Figura 10B — D). Da mesma forma, os corpos celulares presentes

parecem ficar mais dispersos (Figura 10B — D)

A neuropila no estriado lateral e medial, assim como no INP foram pobres
em imunorreatividade para GluR4. Corpos celulares podem ser vistos na regido do

entopalio e nidopalio (Figura 10 A).

No estriado podemos facilmente notar uma expressdo crescente de corpos
celulares GluR4+ do nascimento (Figuras 11A e 11D) até o sétimo dia de vida
(Figuras 11B e 11E). Porém, apds esta data, a quantidade de corpos celulares

imunorreativos ao anticorpo contra GluR4 decai (Figuras 11C e 11F).
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Figura 10: Imagens digitalizadas da imunorreatividade a GluR4 em cortes frontais
do encéfalo de pombos na regido dos nucleos da base, com enfoque no GP, em
diferentes estdgios de desenvolvimento. O padrio geral de expressao de GluR4
(10A) revela fraca marcacdo em neurdpila no LStC, LStL e GP, sendo presente
grande quantidade de processos celulares neste ultimo. A presenca de corpos
celulares ¢ evidente tanto no estriado quanto no GP. A variagdo etaria na expressao
de GluR4 pelo globo palido pode ser observada nas imagens 10B — D.
Abreviaturas. GP: globo palido; INP: nucleo intrapeduncular; LStC: por¢do central
do estriado lateral; LStL: porcao lateral do estriado lateral. Barra de escala = 225

um (A-D) e 45um no detalhe em 9C.
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Figura 11: Imagens digitalizadas da imunorreatividade a GluR4 em cortes frontais
do encéfalo de pombos na area dos nucleos da base em diferentes estagios de
desenvolvimento. Variagdes semelhantes no padrao de expressao de GluR4 ao
longo dos dias podem ser observadas nas imagens 11A — C (LStC) e 11D - F
(LStL). Detalhes nas figuras 11B e 11E evidenciam corpos celulares GluR4+.

Abreviaturas. LStC: porcao central do estriado lateral. Barra de escala = 225 um

(A-F), sendo de 45um nos detalhes de 11B e 11E.
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PV

O padrao diferencial de expressdao da imunorreatividade ao anticorpo contra
a proteina parvalbumina foi o principal responsavel pela observacdo segmentada
entre o que consideramos regido central e regido lateral do estriado lateral (figura

12A).

A neurodpila pode ser visualizada com expressdo intensa na regido central
do estriado lateral (LStC), diferentemente da regido lateral (LStL), onde esta
praticamente ausente. O nidopalio e o INP também sdo ricos em neurdpila PV+;

porém, o MSt apresentou fraca marcagdo. (figura 12A).

No GP podemos visualizar a presenca de corpos celulares intensamente

marcados, assim como neurdpila e processos celulares (12B - D).

No LStC, a neurdpila evidente nao dificulta a visualizagdo de corpos
celulares PV+ que, aparentemente, se apresentam em nimero crescente ao decorrer
do tempo de vida (Figura 13A — C). O LStL apresenta neurdpila pobremente
marcada, mas o padrao de marcagdo de corpos celulares, incluindo a variacdo ao
longo do tempo foi semelhante ao LStC (Figuras 14B — D), exceto entre PO e P1,
quando aparentemente houve um decréscimo na quantidade de corpos celulares

presentes (Figuras 14A e B).
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Figura 12: Imagens digitalizadas de cortes frontais do encéfalo de pombos da
imunorreatividade a PV nos nucleos da base, com enfoque no GP, em diferentes
estagios de desenvolvimento. O padrao geral de expressdo (imagem 12A) revela
imunorreatividade diferente entre LStC e LStL, assim como entre esses € GP. No
LStC ¢ possivel observar neurdpila intensamente marcada, enquanto que no LStL
esta marcacao € pobre, sendo mais evidente a marcagdo de corpos celulares. No GP
ocorre uma marcagdo celular intensa (12C, detalhe), sendo visivel a presenca de
processos celulares e de neurdpila (12B-D). Abreviaturas. LStL: porc¢do lateral do
estriado lateral. GP: globo palido; INP: nucleo intrapeduncular; LStC: por¢do
central do estriado lateral; LStL: por¢do lateral do estriado lateral; MSt: estriado

medial. Barra de escala =225 um (A-D), sendo no detalhe em 12C de 45um.
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Figura 13: Imagens digitalizadas da imunorreatividade a PV em cortes frontais do
encefalo de pombos, area dos nicleos da base, com enfoque no LStC, em diferentes
estagios de desenvolvimento. O padrao de expressao de PV ao longo dos dias pode
ser observado nas imagens 13A — C. Além da neurdpila marcada € possivel
observar presenca crescente de corpos celulares. No detalhe em 13B notamos duas
destas células. Abreviaturas. GP: globo palido; LStC: por¢do central do estriado
lateral. Barra de escala =225 um (A-C), de 90um no detalhe.
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Figura 14: Imagens digitalizadas da imunorreatividade a PV em cortes frontais do
encéfalo de pombos na area dos nucleos da base, com enfoque no LStL, em
diferentes estadgios de desenvolvimento. O padrao de expressao de PV ao longo dos
dias pode ser observado nas imagens 14A — D, sendo a neurdpila fraca e a
presenga de corpos celulares pode ser notada especialmente em PO e na idade
adulta. Abreviaturas. GP: globo palido; LStL: Porcao lateral do estriado lateral.
Barra de escala = 225 um (A-D), sendo no detalhe de 20C = 45um.
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CB

A proteina ligante de célcio CB apresentou, em geral, um padrdo tardio de
expressao no telencéfalo de aves. A imunorreatividade foi praticamente nula junto
ao estriado e globo palido, assim como nas regides vizinhas, durante os dez
primeiros dias de vida (Figura 15 A — C). Diferente de outras dreas, como a regiao
hipocampal onde € possivel observar células com intensa imunorreatividade para
CB desde idades pos-natais iniciais (Figura 15D), a regido dos ntcleos da base de

pombos somente apresenta neuréonios CB+ muito préximo da etapa adulta.

Na fase adulta, ¢ possivel observar neurdpila presente no estriado, sendo
um pouco mais evidente no LStC (Figura 16 A). No GP, no entanto, a marcacao
em neurdpila foi pobre. Apesar de ndo mostrado, o nidopalio, o entopalio e o
estriado medial apresentaram, com poucas variagdes, neurdpila pouco marcada.
No INP ¢ possivel visualizar grande presenca de corpos e processos celulares

(figura 16 A), cujo padrdo de marcagao pode ser visto em detalhe na figura 16E.
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Figura 15: Imagens digitalizadas da imunorreatividade a CB em cortes frontais do
encéfalo de pombos nos nicleos da base e regidao do hipocampo, em diferentes
estagios de desenvolvimento. O padrao de expressao de CB foi nulo na regido dos
nucleos da base durante os primeiros dez dias de vida (15 A — C). A figura 15D
ilustra o padrao de marcagdo para CB presente na regido do hipocampo de um
animal com 5 dias (P5). Abreviaturas. GP: globo palido; Hp: hipocampo; INP:
nucleo intrapeduncular; LStC: por¢do central do estriado lateral; LStL: porcao

lateral do estriado lateral; MSt: estriado medial. Barra de escala=225um.
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Figura 16: Imagens digitalizadas da imunorreatividade a CB em cortes frontais do
encéfalo de pombos na area dos nucleos da base de um animal adulto. O padrao
geral de expressao (16 A) mostra marcagcdo pouco intensa de neurdpila CB+ no
LStC e LStL, e menos intensa ainda no GP. Nestas trés regides € possivel observar
corpos celulares intensamente marcados (16B — C). A figura 16E evidencia
detalhes de uma célula do GP e seus bem delineados processos celulares.
Abreviaturas. GP: globo palido; INP: nucleo intrapeduncular; LStC: por¢ao central

do estriado lateral; LStL: porcao lateral do estriado lateral. Barra de escala = 225

um (A-D) e 50um em E.
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IV.2. ASPECTOS QUANTITATIVOS

IV.2.1. GIEMSA

A aparente tendéncia a dispersdo na distribui¢cdo celular ao longo da idade
(Figura 3A - D) se tornou evidente com a contagem celular (Tabelas 1, 2 e 3;
Figura 17). Os valores obtidos no GP variaram de cerca de 125 células no dia do
nascimento atingindo 95 células em P10 e 34 células no animal adulto. No LStC
cerca de 441 células estavam presentes ao nascimento, caindo para 187 células aos
dez dias de vida e 182 na fase adulta. J4 no LStL foram contadas cerca de 450
células em PO, 252 células em P10 e cerca de 225 na i1dade adulta. Os valores na

integra estdo descritos nas Tabelas 1, 2 e 3 e ilustrados na Figura 17.

O numero de células coradas pela técnica de GIEMSA foi, na area
estudada, progressivamente decrescente ao longo da idade tanto no GP, quanto no
LStC e LStL. Esta redugdo foi bastante consistente, atingindo entre PO e adulto um

total de 72% no GP, 58% no LStC e quase 50% no LStL.

Em numeros absolutos, ¢ possivel notar que a concentragdo de células
presente no GP foi drasticamente menor que da concentracdo de células no LSt.
Dentro do proprio LSt, apesar das caracteristicas celulares semelhantes,
observamos diferencas nos valores da concentracao celular, sendo sempre maiores

no LStL, em todas idades.

Nossos dados indicaram uma queda, ao longo do tempo, na razdo de células
presentes na area de contagem (proporcional a 250um X 250um). Esta queda no

numero total de células apresentou comportamentos diferentes entre o LSt e GP. O
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LSt apresentou desempenho semelhante entre as por¢des central (LStC) e lateral
(LStL), mostrando um decréscimo gradual variando apenas na intensidade. Este
decréscimo foi especialmente intenso entre PO e P1, quando houve uma reducao
entre 24% (LStL) e 28% (LStC) na quantidade de células presentes. O numero de
células continuou decaindo durante os demais dias. Entre P3 ¢ P10 a concentracao
de células no LStL caiu mais 24% sendo que no LStC a queda foi bem mais
expressiva, atingindo mais 37% de perda. Na idade P10, a densidade de células
presentes no LSt estd bem proxima da fase adulta, especialmente no LStC, visto

que decaiu menos que 3% entre estas duas idades, e cerca de 10% no LStL.

J& no GP, nos primeiros dez dias a queda no numero de células foi
relativamente mais sutil, decaindo apenas cerca de 24% entre PO ¢ P10. Porém, a
queda na concentracao celular foi bastante expressiva entre o 10° dia de vida ¢ a

fase adulta, o que correspondeu a mais de 63%.

A queda na concentragdo celular apresentou, portanto, comportamentos
temporalmente diferentes entre GP e LSt. A redu¢do no GP, que atingiu mais de
72% (PO — adulto) no total de células, foi concentrada na fase entre P10 e a idade
adulta. No entanto, a redu¢do na concentracao celular presente no LSt, que esteve
ao redor de 50% a 58% (LStL e LStC, respectivamente) ocorreu

predominantemente entre dos primeiros dez dias de vida.
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Tabela 1: Densidade média de células presentes em 62,5 mm’® do territorio
correspondente ao globo palido (GP) do encéfalo de pombos em diferentes fases
do desenvolvimento pds-natal. Valores expressos em numero absoluto (média +

desvio padrao) e porcentagem (o numero de células coradas pela técnica de

GIEMSA na respectiva idade foi considerado 100%). Area = 250pm X 250um.

IDADE TIPO DE MARCACAO
GIEMSA GLUR1 GLUR2/3  GLUR4 PV CB

PO 125,28+13,80 38,28+11,00 18,15+6,08 14,81+4,25 32,00+7,63 0
100% 30,55% 14,48% 11,81% 25,54%

P1 125,85+16,27 51,47+£7,69 19,22+5,12 20,31£5,09 31,76+5,44 0
100% 40,89% 15,27% 16,13% 25,33%

P3 112,42+7,85 56,52+13,59 20,14+£5,95 22,00+4,10 25,84+6,14 0
100% 50,27% 17,91% 19,56% 22,98%

P5 105,90+9,04  22,43+£5,32  15,53+£5,17 21,52+6,52 24,33+6,56 0
100% 21,18% 14,74% 20,32% 22,97%

P7 110,28+15,75  7,71+4,14  13,50+1,29 22,44+6,35 22,05+6,36 0
100% 17,56% 12,24% 20,34% 19,99%

P10 95,42+£2897  1,81+£1,61 13,36+ 1,8 19,10+4,77 16,10+4,25 0
100% 1,89% 14,00% 20,01% 16,87%

AD 34,76£10,86  12,60+4,53  11,95+2,19 14,30+3,37 16,61+4,59 4,33+1,76
100% 36,24% 34,37% 41,39% 47,78% 12,85%
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Tabela 2: Densidade média de células presentes em 62,5 mm” da porgio central do
estriado lateral (LStC) do encéfalo de pombos em diferentes fases do
desenvolvimento pos-natal. Valores expressos em numero absoluto (média =+
desvio padrao) e porcentagem (o numero de células coradas pela técnica de

GIEMSA na respectiva idade foi considerado 100%). Area = 250pm X 250um.

IDADE TIPO DE MARCACAO
GIEMSA GLUR1 GLUR2/3 GLUR4 PV CB
PO 441,00£29,25 38,00+ 10,56  66,66+7,22 2,85+ 3,10 1,00+0,81 0
100% 8,61% 15,11% 0,64% 0,22% 0
P1 414,14+£39,49 60,11 £8,68  75,12+15,95  2,96+3,99 1,16+1,64 0
100% 14,51% 18,13% 0,71% 0,28% 0
P3 297,80+£9,89 70,12+ 13,44 94,05+18,85 5,00+3,68 1,4+1,27 0
100% 23,54% 31,58% 1,67% 0,47% 0
P5 234,90+30,15 77,73 £23,32  97,1£13,09  20,04+5,43 1,73+1,48 0
100% 33,09% 41,34% 8,53% 0,73% 0
P7 228,33+17,05 70,67 +28,87 101,42+13,56 20,90+8,61 2,45+ 1,67 0
100% 30,95% 44,41% 9,15% 1,07% 0
P10 187,47+£19,98 64,30 +10,51 110,11+14,35 16,76+5,04 3,69+1,72 0
100% 34,29% 58,73% 8,94% 1,96% 0
AD 182,23+17,06 64,61 +£15,93 118,33+10,75 9,5£2.95 9,25+1,28 2,47+1,02
100% 35,45% 64,93% 5,21% 5,21% 1,35%
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Tabela 3: Densidade média de células presentes em 62,5 mm” da porgéo lateral do

estriado lateral (LStL) do encéfalo de pombos

em diferentes fases do

desenvolvimento pos-natal. Valores expressos em numero absoluto (média =+

desvio padrao) e porcentagem (o numero de células coradas pela técnica de

GIEMSA na respectiva idade foi considerado 100%). Area = 250pm X 250um.

IDADE TIPO DE MARCACAO
GIEMSA GLUR1 GLUR2/3 GLUR4 PV CB
PO 450,19+48,27  27,57£7,97  18,33+2,94  0,90+0,73  6,63+3,74 0
100% 6,12% 4,07% 0,19% 1,47% 0
P1 441,19£51,93  14,60+4,03  17,50+6,13  0,46+0,66  1,61+1,26 0
100% 3,30% 3,96% 0,10% 0,36% 0
P3 334,19+24,51 18,14+6,93  17,70+6,89  1,54+1,75  3,5843,14 0
100% 5,42% 5,29% 0,46% 1,30% 0
P5 313,57£24,51  22,90+4,06  17,57+£5,71  6,11£2,57  4,89+2,30 0
100% 7,30% 5,60% 1,94% 1,15% 0
P7 282+27,13 25,00+£6,00  22,46+6,47  7,29+£3,11  5,68+2,95 0
100% 8,86% 7,96% 2,58% 1,71% 0
P10 252,15+£25,62  27,00+6,15 27,44+ 5,59  5,27+1,51  8,08+2,76 0
100% 10,70% 10,88% 2,09% 3,00% 0
AD 225,61£31,16  77,78+18,54  43,25+£7,69  2,28+0,99 11,72+4,47 3,18+ 0,98
100% 34,52% 17,12% 1,01% 5,19% 1,40%
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Figura 17: Densidade celular média corada pelo método de GIEMSA nos nucleos
da base de pombos durante o desenvolvimento pds-natal. Em LStC e LStL ¢
possivel notar um decréscimo gradual ao longo dos primeiros 10 dias de vida. No
GP, o decréscimo ¢ visivel entre o 10° dia e a idade adulta. GP: globo palido; LStC;

porcio central do estriado lateral; LStL: porgdo lateral do estriado lateral. Area de

contagem = 250um X 250pum.
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IV.2.2. - RECEPTORES DO TIPO AMPA

A contagem dos corpos celulares imunorreativos aos anticorpos contra as
subunidades do receptor de glutamato do tipo AMPA (GluR1, GluR2/3 e GluR4) ¢
das proteinas ligantes de calcio parvalbumina (PV) e calbindina (CB) evidenciou
padroes diferentes de expressdao etaria. Os valores (média = desvio padrdo) da
contagem celular realizada no GP, LStC e LStL estdo respectivamente descritos

nas tabelas 1, 2 e 3.

A expressao de GluR1 na idade adulta obteve porcentagens semelhantes de
expressao quando comparamos LSt ¢ GP. Porém, variacdes muito diferentes entre
estes dois nucleos foram encontradas ao longo do desenvolvimento pos-natal
inicial. Diferencas etarias na curva de expressdo desta subunidade também foram
observadas entre a regido central e lateral do estriado. A subunidade GluR2/3
também foi diferencialmente expressa no GP e estriado, sendo que no estriado
central, sua expressdo foi vastamente distribuida. Durante o desenvolvimento, a
expressao de GluR2/3 no estriado foi crescente, enquanto que no GP, ocorreu um
declinio gradual no nimero absoluto da densidade de cé€lulas a partir de P3. Na
idade adulta, GP apresentou, proporcionalmente ao LSt, grande expressao de
células GluR4+ e PV+. Esta diferenga esteve presente em todas as idades. Durante
o desenvolvimento inicial, o nimero absoluto de corpos celulares Glurd+ foi
crescente no inicio do desenvolvimento e decrescente apos P7, tanto no LSt como
no GP. A imunorreatividade a PV tendeu a crescer ao longo do desenvolvimento
do estriado e decrescente no GP. A observacdo em particular das regides central

(LStC) e lateral (LStL) do LSt mostrou-se pertinente, uma vez que diferencas na
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expressao tanto de receptores de glutamato quanto de PV foram evidentes. Em

ambos os nucleos, a proteina CB esteve presente apenas na idade adulta.

GP

Durante os primeiros dias de vida podemos observar o predominio de
expressao da subunidade GluR1. Durante o inicio do desenvolvimento, um padrao
especifico na variabilidade pode ser notado para as diferentes proteinas, sendo que
na fase adulta a densidade de células imunorreativas aos anticorpos contra as
diferentes subunidades do receptor de glutamato ¢ semelhante, sendo ligeiramente

maior em GluR4.

A imunorreatividade ao anticorpo contra a subunidade GIuR1 cresce de PO
(30%) a P3 (50%) e decai progressivamente até P10 (equivalente a menos de 2%
do total de células). Interessantemente, na idade adulta podemos novamente notar

a presenca de corpos celulares GluR1+ (36%) (Tabela 1 e Figura 3).

O numero total de células GluR2/3+ presentes no GP nos primeiros trés
dias de vida pouco variou, sendo observado apenas um pequeno aumento na
porcentagem, que passou de 14% em PO para quase 18% em P3. A partir desta
idade, o ntimero absoluto de células imunorreativas ao anticorpo contra GluR2/3
caiu progressivamente em P7 (10%), quando se tornou relativamente estavel.
Porém, devido a diminuicdo do numero total de células (coloracio GIEMSA) a
partir de P10, os valores porcentuais que chegaram a cerca de 12% (P7), passaram

a subir atingindo 34% (Tabela 1, Figuras 18 e 19).
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A quantidade absoluta de corpos celulares GluR4+ presentes no GP teve
uma variagdo mais expressiva apenas ao redor do nascimento com cerca 15 células
em PO e cerca de 20 células em P1, permanecendo por volta deste valor até o 10°
dia de vida (Tabela 1 e Figuras 18 ¢ 19). De P10 a idade adulta, no entanto, foi
registrada uma queda no nimero absoluto, que retornaram a cerca de 14 células
por area. Porém, considerando os valores porcentuais, podemos observar um
crescimento de PO (12% aproximadamente) até P3 (19,5%), mantendo-se num
patamar relativamente estdvel até P10. Na fase adulta, porém, a porcentagem de

c¢lulas GluR4+ chega a atingir 41% do total (Tabela 1, Figura 18 e 19).

A contagem celular evidenciou um numero decrescente de corpos
celulares PV+ no GP nos primeiros 10 dias de vida. De PO a P10 os valores de
densidade das células PV-imunorreativas no GP reduziram-se quase a metade com
os valores em P10 bastante similares ao do adulto (Figura 18). Os valores
porcentuais (Figura 19) decrescem lentamente de PO (cerca de 25% do total de
células) até P10 (aproximadamente 17%), porém crescem muito no animal adulto.
Esse dado deve ser analizado junto dos resultados de contagem geral, onde
observamos a expressiva queda do nimero total de células neste ntcleo na idade

adulta (Tabela 1; Figura: 17).

A expressao de CB durante os primeiros dias de vida foi nula no GP. Uma
quantidade pequena de células marcadas (4,33 por area), porém significante do
ponto de vista porcentual (quase 13%) pode ser observada na idade adulta (Tabela

1, Figuras 18 e 19).
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Figura 18: Densidade celular média da imunorreatividade aos anticorpos contra as
subunidades GluR1, GluR2/3 e GluR4 do receptor de glutamato do tipo AMPA e
as proteinas ligantes de calcio parvalbumina (PV) e calbindina (CB) no globo
palido (GP) de pombos durante o desenvolvimento pds-natal. A densidade celular
GluR1+ cresce até¢ P3, quando passa a decair intensamente até P10, retomando
porte da expressao em P10. Um modesto decréscimo de corpos GluR2/3+ ocorre
especialmente ao redor do 5° dia de vida. A densidade celular GluR4+ foi crescente
no primeiro dia de vida, ficando relativamente estavel at¢ P7 quando decresce
parcialmente. A expressao de células PV+ ¢ alta em todas as idades, porém tende a
decair com o tempo. Corpos celulares CB+ sdo observados somente na idade

adulta. Area de contagem = 250um X 250pm.
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Figura 19: Porcentagem de células imunorreativas aos anticorpos contra as
subunidades GluR1, GluR2/3 ¢ GluR4 do receptor de glutamato do tipo AMPA e
as proteinas ligantes de célcio parvalbumina (PV) e calbindina (CB) no globo
palido (GP) de pombos durante o desenvolvimento pds-natal. No GP, a expressao
inicialmente crescente de GIluR1 decai progressivamente apos P3 e somente na
idade adulta ¢ novamente expressa. Para GIluR2/3, a expressdo pouco varia nos
primeiros 10 dias de vida, sendo mais intensa em P5, porém, na idade adulta um
pico importante pode ser observado. A expressdo de células GluR4+ ¢ presente
desde o nascimento, tem um grande acréscimo entre P10 e a idade adulta. PV ¢
bastante expressa no GP, porém tende a decair com o tempo exceto na idade
adulta, quando a porcentagem aumenta bastante. Neuronios contendo CB podem

ser observados apenas na fase adulta. Area de contagem = 250um X 250um.
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LStC

Na regido central do estriado lateral a contagem celular revelou a vasta
prevaléncia das subunidades GluR1 e, principalmente GluR2/3, em relacdo a
GluR4. A presenca de proteinas ligantes de calcio foi bem menos expressiva que

no GP.

No LStC uma média de 38 corpos celulares GluR1+ foram contados no
dia do nascimento, crescendo rapidamente para cerca de 60 em P1, atingindo em
pico de expressao em P5 com cerca de 77 corpos e decrescendo até P10 (64 corpos
GluR1+), quando sdo encontrados valores semelhantes ao do adulto (Tabela 2 e
Figura 20). Os valores porcentuais de células GluR1+, foram crescentes ao longo
de praticamente todas as idades estudadas, partindo de cerca de 8% ao nascimento,
atingindo 33% em P35, tendo uma leve queda em P7 (aproximadamente 31%) e
retornando a crescer em seguida chegando a 35% na idade adulta (Tabela 2 e

Figura 21).

A marcagdo para GluR2/3 mostrou um crescimento regular no niimero de
células imunorreativas ao longo do desenvolvimento, tanto em valores absolutos
quanto em porcentagem. Em PO cerca de 66 células foram imunopositivas, o que
equivale a 15% do valor total de células desta idade, ja a idade adulta atingiu 118
células (64%). Assim, ¢ possivel notar que quase dobrou o numero absoluto de

células e mais que quadruplicou o valor porcentual (Tabela 2, figuras 20 e 21).

O LStC apresentou uma expressao crescente de corpos celulares GluR4+

do nascimento (cerca de 3 células por area ou pouco mais que 0,5 % do total) até o
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sétimo dia de vida (cerca de 21 células por area ou pouco mais de 9%). Apos esta
data, o nimero de células GluR4+ decaiu para 9 células por area (5% do total) na
fase adulta (Tabela 2, Figuras 20 e 21). Apesar de crescente, sdo poucas as celulas
PV+ que foram observadas no LStC, variando de cerca de uma célula (0,22%) em
um Unico animal em PO até cerca de 3,5 células (menos que 2%) em P10 e
crescendo um pouco mais expressivamente até¢ a fase adulta (pouco mais que 9
células ou 5% do total) (Tabela 2; Figuras 20, 21). Assim como no GP uma
pequena quantidade de células pode ser observada no LStC somente na idade
adulta. O nuimero de células por area foi de cerca de 2,5 células, porém ¢ menos

expressivo do ponto de vista porcentual (1,35%) (Tabela 2, Figuras 20 e 21).
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Figura 20: Densidade celular média da imunorreatividade aos anticorpos contra as
subunidades GluR1, GIuR2/3 e GluR4 do receptor de glutamato do tipo AMPA e
as proteinas ligantes de calcio parvalbumina (PV) e calbindina (CB) Na regido
central do estriado lateral (LStC) de pombos durante o desenvolvimento pos-natal.
A densidade celular GluR1+ expressdo € crescente até PS5, quando passa a cair,
estabilizando em P10. A expressdao de GluR2/3 ¢ crescente do nascimento até a
idade adulta. Corpos celulares GluR4+ sdo expressos principalmente entre PS5 e a
idade adulta, mas menos intensamente que as demais subunidades. Proteinas
ligantes de calcio sdo pouco expressas no LstC, principalmente durante o

desenvolvimento inicial. Area de contagem = 250pm X 250um.
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Figura 21: Porcentagem de células imunorreativas aos anticorpos contra as
subunidades GluR1, GluR2/3 e GluR4 do receptor de glutamato do tipo AMPA e
as proteinas ligantes de célcio parvalbumina (PV) e calbindina (CB) na regido
central do estriado lateral (LStC) de pombos durante o desenvolvimento pos-natal.
A expressao de corpos GluR1+ € crescente durante os cinco primeiros dias de vida,
estabilizando em seguida. GluR2/3, no entanto ¢é crescente durante todo o
desenvolvimento. GluR4 apesar de pouco expressa esta presente principalmente
entre PS5 e a fase adulta. Proteinas ligantes de célcio sdo pouco expressas, sendo

PV graficamente visivel somente na fase adulta. Area de contagem = 250um X

250pm.
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LStL

O LStL apresenta, de forma similar ao LStC, predominio de expressao
para as proteinas GluR1 e GluR2/3, mas em menor magnitude. Porém, GluR1,
que durante os primeiros dez dias de vida era quantitativamente expresso de forma
similar a GluR2/3, na fase adulta se sobressai, atingindo porcentagem semelhante a

encontrada no LStC (Figuras 22 e 23).

GluR1 apresentou logo apds o nascimento uma queda de cerca de 50%
(em relacdo ao proprio valor absoluto) no nimero de células imunorreativas, tendo
PO aproximadamente 27 (6%) células imunorreativas ¢ em P1 apenas 14 (3%)
células. A partir de entdo, o numero e a porcentagem de células cresceu
progressivamente até P10 (27 células ou 10%), atingindo cerca de 77 células na

1dade adulta (34%) (Tabela 3 e Figuras 22 e 23).

O numero absoluto e a porcentagem de células GluR2/3+ mantiveram-se
relativamente estdveis do nascimento até P5, variando em torno de 17 células (4 a
5 % do total). Entre P5 e P7 comeca a crescer o numero de células, atingindo cerca

de 43 células na idade adulta (19%) (Tabela 3, figuras 22 e23).

A densidade celular GluR4+ na regido lateral do estriado apresentou
comportamento semelhante a regido central, variando apenas em magnitude. Em
PO, na média de menos que 1 (uma) célula era observada por area (representando
0,19%), chegando a mais de 7 células em P7 (2,5%) e decaindo para
aproximadamente 2 células na fase adulta (1%) (Tabela 3, Figuras 22 e 23).
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Uma queda expressiva na quantidade de células PV+ ocorre ao redor do
primeiro dia de vida. Em PO, cerca de 6,5 (cerca de 1,5%) células PV+ estao
presentes enquanto que em P1 este nimero decai para 1,5 células (0,36%). A
partir de P1, passa a crescer tanto o niimero absoluto quanto a porcentagem de
células presentes no LStL, atingindo quase 12 cé€lulas (5%) na idade adulta (Tabela

3, Figuras 22 e 23).

Assim como no LStC, poucas células CB+ podem ser observadas nos no
LStL, somente na idade adulta. O ntimero de células por areas foi de pouco mais

de 3, o que equivale a cerca de 1,4% (Tabela 3, Figuras 22 e 23).
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Figura 22: Densidade celular média da imunorreatividade aos anticorpos contra as
subunidades GluR1, GIuR2/3 e GluR4 do receptor de glutamato do tipo AMPA e
as proteinas ligantes de calcio parvalbumina (PV) e calbindina (CB) Na regido
lateral do estriado lateral (LStL) de pombos durante o desenvolvimento pds-natal.
E possivel notar um decréscimo na expressdo de corpos GluR1+ em P1, seguido de
um aumento lento e gradual até P10 e intenso entre P10 e adulto. GluR2/3 ¢
expressa de forma crescente apos P5. A densidade celular GluR4+ cresce
lentamente até P7 quando passa a decrescer parcialmente. Exceto entre PO e PI,
quando ocorre uma queda de expressdo de cé€lulas, a imunorreatividade a PV foi
crescente até a idade adulta. Podemos notar uma pequena expressao da proteina CB

na fase adulta. Area de contagem = 250um X 250pm.
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Figura 23: Porcentagem de células imunorreativas aos anticorpos contra as
subunidades GluR1, GluR2/3 e GluR4 do receptor de glutamato do tipo AMPA e
as proteinas ligantes de calcio parvalbumina (PV) e calbindina (CB) na regido
lateral do estriado lateral (LStL) de pombos durante o desenvolvimento pds-natal.
E possivel notar um decréscimo na expressio de corpos GluR1+ em P1, seguido de
um aumento lento e gradual at¢ P10 e intenso entre P10 e adulto. GluR2/3 ¢
expressa de forma crescente durante o desenvolvimento. A densidade celular
GluR4+ flutua suavemente com pequenos picos entre P5 e P10. Embora pouco
expressiva (abaixo de 10%), a imunorreatividade a PV foi crescente até a idade
adulta. Podemos notar na fase adulta uma pequena expressdo da proteina CB. Area

de contagem = 250um X 250um.
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V. DISCUSSAO

Durante o desenvolvimento pds-natal de pombos, nossos experimentos
revelaram uma tendéncia a queda na densidade celular na regido dos nucleos da
base. No estriado lateral encontramos que o maior decréscimo ocorre durante os
dez primeiros dias de vida, enquanto que no globo palido ocorre entre P10 e a fase

adulta.

O globo palido (GP) apresentou maior dispersdo celular que o LSt. Neste
nicleo (GP) LAVERGHETA et al. (2005) identificaram corpos celulares cujo
tamanho variou de médio a grande. A presenca de células com grande diametro ¢
bem evidente, também servindo como caracteristica diferencial entre este e LSt.

E importante ressaltar que em nossos dados relacionados a concentragio
celular, a observacdo foi baseada em uma area restrita. Apesar de esta ser
representativa e indicar uma reducdo na densidade de corpos celulares, pode nao
necessariamente indicar um decréscimo do niimero total de cé€lulas presentes nos
nucleos, uma vez que considerando o ganho de peso do animal, ¢ possivel ter

ocorrido apenas uma dispersao decorrente do aumento de volume das estruturas.

Porém, dois fatos associados, o primeiro de que o GP e o LSt apresentaram
quedas de densidade em periodos diferentes entre si e, o segundo de que as fases
importantes no ganho de peso (e conseqiientemente de volume) do animal nao
ocorreram na mesma época que as principais variagoes de concentracao celular, nos
levam a crer na possibilidade de que esta redu¢do no numero de células presentes

na area de contagem guarde relagdo com um processo de morte celular programada,
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como descrito por LOPEZ-ROMAN & ARMENGOL (1996). De fato, podemos
afirmar apenas que a variagdo da concentracdo celular no LSt e GP diferiu
temporalmente. Esta discrepancia poderia refletir diferentes periodos de maturacao

funcional, mesmo em estruturas tdo intimamente ligadas.

Durante o desenvolvimento ¢ comum ocorrer uma redugdo na quantidade de
neurdnios, pois aqueles que ndo estabelecem conexdes sinapticas funcionais sao
eliminados (LOPEZ-ROMAN & ARMENGOL, 1996). Uma robusta fase de morte
neuronal programada durante o desenvolvimento pds-natal acontece nos ganglios
da base (JANEC & BURKE, 1993). Nossos dados concordam com este fato, pois a
redugcdo na densidade celular do nimero total de células pode fazer parte deste
processo. Experimentos utilizando marcadores de apoptose durante a vida pds-natal

de pombos seriam bastante interessantes elucidar esta hipotese.

RECEPTORES DE GLUTAMATO E TIPOS CELULARES

Na fase adulta, o padrdao de marcagdo e a porcentagem de células GluRs+ e
PV+ de nossos resultados sdo bastante semelhante aos dados encontrados por
LAVERGHETTA et al. (2005), também em pombos. A distribui¢ao regional dos
receptores de glutamato do tipo AMPA nos nucleos da base de pombos reforca os
paralelos entre mamiferos, aves e répteis (KARTEN & DUBBELDAM, 1973;
KITT & BRAUTH, 1982; REINER et al.,1983; MEDINA et al., 1995;
VEENMAN et al., 1995; CHEN et al., 1996, 1998; BERNARD et al., 1997;
MEDINA & REINER, 1997; REINER et al., 1998; FOWLER et al., 1999; JIAO et
al., 2000; REINER et al., 2001; REINER, 2002).
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Utilizando-se de diferentes combinagoes de dupla—marcacgao, hibridizacdo in
situ e microscopia eletronica, LAVERGHETTA et al. (2005) mostraram que a
maioria dos neurénios GluR1+ no estriado de pombos sdo neurénios de projecao
médio-espinhais GABAérgicos contendo SP ou ENK. Estes dados sdo consistentes
com os dados apresentados em ratos (CHEN et al., 1998). Células GluRI1+

também estdo presentes em interneurdnios (CHEN et al., 1998).

Experimentos mostram que a maioria dos neurénios de projecdo médio-
espinhais (SP+ ou ENK+) apresenta GluR2/3, corroborando com nossos dados
quantitativos (CHEN et al., 1998; LAVERGHETTA et al., 2005). A subunidade
GluR2 parece ser a mais abundante e vastamente distribuida, o que corresponde a
implicagdes funcionais especificas na permeabilidade i6nica (HOLLMANN, et al.,
1991; GOTZ et al., 1997; BORGES e DINGLEDINE, 1998; OZAWA et al., 1998;
STEFANI et al., 1998; LANCELOT & BEAL, 1998; KEW & KEMP, 2005). O
RNAm da subunidade GluR3 parece ser preferencialmente expresso em um grupo

de neurdnios de projecdo que co-expressam SP ¢ ENK (CHEN et al., 1998).

Nossos dados mostraram a presenca de intensa neurdpila GIluR1+ e
GluR2/3+ presente no estriado. Estudos ultraestruturais mostraram que a neurdpila
imunorreativa a estas duas subunidades do receptor de glutamato tipo AMPA
representa em pombos, assim como em ratos, dendritos ou espinhas dendriticas de
neurdnios de proje¢ao, ou seja, dos neurdnios médio-espinhais (CHEN et al., 1998;
LAVERGUETTA et al.,, 2005). A expressao de receptores de glutamato no
estriado corrobora com o fato de suas principais fontes de projecdo (cortex e

talamo) serem glutamatérgicas (KARTEN, H.; DUBBELDAN, 1973; VEENMAN,
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et al 1995; KWOK et al., 1997; CHEN, et al., 1998; 1998KITT & BRAUTH,
1998; REINER et al., 1998; REINER, 2002; LAVERGUETTA et al., 2005).

Estudos utilizando RT-PCR de célula inica mostram que a vasta maioria dos
corpos celulares de neurdnios estriatais de projecao expressam a subunidade GluR2
(CHEN et al., 1998). Este dado ¢, em nosso caso, particularmente verdadeiro em
relagdo ao LStC, pois no LStL ndo chega a ultrapassar 20% do total de corpos

celulares presentes nesta regido no animal adulto.

GluR4, no entanto, mostrou-se pobre na neurdpila estiatal. Como
previamente demonstrado, esta subunidade colocaliza com parvalbumina e
calretinina no LSt (KONDO et al., 1997; CICCHETTI, et al., 1999; BENNETT &
BOLAM, 1994). Estes dados, em conjunto, sugerem a escassa prevaléncia desta
subunidade em neurdnios de projecao e sua presenca em interneurdnios que contém
proteinas ligantes de célcio. Esta caracteristica se repete em diferentes espécies de
mamifereos, répteis ¢ aves (CHEN et al., 1998; REINER et al., 1998; REINER,
2002; LAVERGUETTA et al.,, 2005). Assim, parece bastante natural que as
projecoes glutamatérgicas cortico-estriatais e tdlamo-estriatais tenham como um de
seus possiveis alvos dendritos ou espinhas dendriticas presentes em neurdnios

médio-espinhais através de receptores de glutamato tipo AMPA compostos por

subunidades GluR1 e/ou GluR2/3.

Além dos receptores de glutamato do tipo AMPA, também estdo presentes
do estriado receptores tipo NMDA ¢ cainato (REINER et al., 1998; REINER,
2002). Estudos de “voltage—clamp” em célula inteira tém demonstrado que os

receptores ndo-NMDA realmente funcionais presentes no soma e dendritos
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proximais dos neurdnios médio-espinhais sdo quase que exclusivamente do tipo

AMPA, apesar da vasta presenga de receptores tipo KA. (STEFANI et al., 1998).

Interneuronios estriatais também recebem aferéncias glutamatérgicas.
Neuronios PV+ sdo, no LSt, interneurdnios que em geral sdo ricos em GluR1, além
de apresentar GluR2 e possivelmente GIluR3, em menor intensidade. Ja os
interneur6nios imunorreativos ao anticorpo contra somatostatina (SS+) ndo
expressam GluR1, GluR2 nem GIluR4 sendo, portanto, pobres em receptores do
tipo AMPA. A outra classe de interneurdnios estriatais, os colinérgicos, parecem
apresentar GIluR1, GluR2 e GluR4 em baixos niveis. (CHEN et al.,, 1996,
LAVERGUETTA et al., 2005).

No GP, experimentos imunohistoquimicos de dupla—marcagao revelaram que
os neurénios PV+, que neste nucleo sdo neurdnios de projecdo, sdo ricos em
GluR1, GluR2, GluR2/3 ¢ GluR4. Os neurdnios colinérgicos do GP apresentam
moderados niveis de GluR2 e possivelmente GluR1 e GluR4 (LAVERGUETTA et
al., 2005). Essas diferencas apresentadas na expressdo de subunidades do receptor
de glutamato do tipo AMPA nos tipos especificos de neuronios estriatais e palidais
podem representar especificidades de resposta na informacao sinaptica que trafega

por esse circuito.
ASPECTOS FUNCIONAIS DO RECEPTOR
Durante a maturacao, GluR1 e GluR2/3 apresentam a disposi¢ao das curvas e

valores de contagem celular bastante diferentes entre LSt ¢ GP. GluR4 apesar de

apresentar o desenho da curva semelhante e proporcional, ¢ numericamente
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diferente. Na fase adulta, apesar de GluR1 atingir valores semelhantes nas duas

regides (LSt e GP), GluR2/3 e GluR4 permanecem proporcionalmente diferentes.

A composi¢ao das subunidades presentes no canal formado pelo receptor
ionotropico de glutamato reflete particularidades funcionais (GOTZ et al., 1997;
OZAWA etal., 1998; STEFANI et al., 1998). Receptores do tipo AMPA e NMDA
téem diferentes propriedades do canal atribuidas aos residuos de aminoacidos
presentes em uma das alcas transmembranicas formadoras do canal, conhecida
como M2. Nas subunidades que constituem o receptor do tipo AMPA, durante a
edicdo do RNAm que constituira a subunidade GluR2, um coédon para glutamina ¢
substituido por um cdédon para arginina. Esta troca exerce importante papel
fisiologico, pois a arginina carregada positivamente oferece repulsdo elétrica ao
Ca®" dificultando sua passagem (OZAWA, et al., 1998). Estabelecer a composigdo
das subunidades presentes no receptor de glutamato e, conseqiientemente
consideragdes quanto a cinética do canal e fluxo i0nico, pode ser fundamental no
entendimento dos mecanismos funcionais e patologicos (CHEN, et al., 1996;
GOTZ et al., 1997; OZAWA et al., 1998; STEFANI et al., 1998). Assim, a
composi¢do tetramérica estabelece caracteristicas distintas nos diferentes tipos

neuronais do globo palido e estriado, como, por exemplo, o fluxo de calcio.

O ion calcio atua muitas vezes como um segundo mensageiro, regulando
diversas fung¢des neuronais. Dentre elas, algumas estdo ligadas ao processo
maturacional, como crescimento do soma, neuritos ¢ botdes terminais; atuando de
forma plastica na constituicao celular (BLAUSTEIN, 19888). As fungdes mediadas

2+ ~ . r1e 7 . r
pelo Ca™ requerem concentragdes citosolicas estaveis deste ion no repouso.

Diversos mecanismos estdo envolvidos nesta homeostase. As proteinas PV ¢ CB
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pertencem a familia das proteinas ligantes de célcio, um destes mecanismos de
homeostase. Enquanto no GP, células com alta freqiiéncia de potenciais de acao
sao PV+, no estriado, células com estas caracteristicas ndo expressam nenhuma das

principais proteinas ligantes de calcio (PV, CB ou CR) (GOTZ et al., 1997).

Neuronios médio-espinhais estriatais sdo na maioria ricos em GIuR1 e
GluR2/3, mas ndao GIluR4, sendo, gracas a presenga da subunidade GIluR2,
provavelmente impermeaveis ao Ca>" e de cinética lenta. Neurbnios colinérgicos
estriatais, no entanto, apresentam valores indetectaveis de GluR2/3 e alta expressao
de GluR4, com cinética de alta velocidade. Neuronios do globo palido sdo ricos
em GluR1 e GluR4, portanto, altamente permeaveis ao Ca*" (GOTZ et al., 1997).
Em geral, neur6nios que expressam receptores de glutamato do tipo AMPA
permeaveis ao Ca’" parecem estar presentes em diversas classes de neurdnios que
contém diferentes neurotransmissores (acetilcolina, GABA e glutamato).
Neurdnios médio-espinhais podem apresentar influxo de Ca®" através receptores
NMDA, mas nio de AMPA; enquanto nos demais tipos neuronais estriatais pode

ocorrer influxo de Ca®" pelos dois tipos de subunidades (GOTZ et al., 1997).

A plasticidade sinaptica e os mecanismos envolvidos na maturagdo parecem
depender das propriedades do receptor de glutamato (COLWEL et al., 1998;
JAKOWEC et al., 1998; SADIKOY et al., 1998; TEPPER et al., 1998; NANSEN et
al., 2000; RITTER et al., 2001; LUK et al., 2003, LUCK &SADIKOT, 2004). Em
geral, receptores de glutamato do tipo NMDA sao muito mais lentos que receptores
tipo AMPA (GOTZ et al., 1997) e nossos dados sugerem que os receptores do tipo

AMPA variam em composicdo ou expressdo ao longo do desenvolvimento,
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significando que mudangas transientes na condutividade i0nica sdo necessarias para

a formagao ou consolidagdo dos circuitos palidais e estriatais.

VARIACOES ETARIAS

Receptores de Glutamato

Diferentemente da tendéncia de decréscimo constante da concentragao
celular total, demonstrado através da técnica de Giemsa, o numero de células
imunorreativas aos anticorpos contras as subunidades que compdem os receptores
de glutamato do tipo AMPA apresentaram, quantitativamente, variacdes etarias
especificas. GP e LSt apresentam, em nossos dados, diferencas importantes na
proporcao de expressao das subunidades do receptor de glutamato tipo AMPA ¢ da

proteina ligante de calcio PV durante o desenvolvimento pos-natal.

E possivel que, assim como no desenvolvimento do sistema visual,
receptores glutamatérgicos possam contribuir para o estabelecimento da
conectividade sinaptica, através do reforco de neuroconexdes funcionais ou
eliminando neurdnios excedentes via processos controlados de neurotoxicidade

(CLINE & CONSTANTINE-PATON, 1990; DEBSKI, et al., 1990).

Receptores de glutamato podem ser importantes durante o processo de
desenvolvimento de células nervosas tanto durante o periodo embrionario quanto
pos-natal JAKOWEC et al., 1995, 1997; MENG, et al., 1997, SHETH et al., 1997,
COLWELL, et al., 1998; SADIKOT, et al., 1998; NANSEN, et al., 2000; RITTER
etal., 2001; BATISTA et al., 2002; LUK & SADIKOT, 2004)
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Nossos dados mostraram um crescimento no numero de células que
expressam as subunidades GIluR1 e GIluR2/3 no estriado ao longo do
desenvolvimento. Em todas as subunidades estudadas no GP, assim como GluR4
no estriado, foi observada uma curva ascendente no inicio e descendente no final,

cujo apice e dispersdo variaram conforme o nucleo ou regido estudada.

JACKOWEC et al. (1998) também estudaram o desenvolvimento de
receptores de glutamato tipo AMPA durante o desenvolvimento pds-natal de ratos,
porém os resultados encontrados foram diferentes dos nossos. Seus dados mostram
um decréscimo na expressao de RNAm de GluR1 e GluR2 no estriado durante os
primeiros 28 dias de vida, sendo mais intensa entre P7 e P14 para GluR1 e entre P2
e P7 para GIuR2. Segundo referencias citadas por JACKOWEC et al. (1998), entre
P7 e P14 ocorrem as fases de podamento sinaptico € apoptose nos nucleos da base
de ratos. Isto reforgaria a suposi¢do que diferentes composi¢des do receptor de
glutamato poderiam disparar o processo de morte celular através de processos
excitotoxicos ou promover o reforgo de contatos sindpticos influenciando o
estabelecimento do padrdo adulto de conectividade (CLINE & CONSTANTINE-
PATON, 1990; DEBSKI, et al., 1990).

Neste mesmo estudo, JACKOWEC et al. (1998) mostraram que os RNAm
de GIuR3 e GluR4 estdo presentes no estriado em menor quantidade, mas de
maneira estavel durante o desenvolvimento. Segundo o autor, o GP apresentou
apenas leve expressao de GluR1, que tendeu a indetectavel ao redor do dia P21.
Interessantemente, os experimentos de imuno-histoquimica apresentados no mesmo
trabalho, mas com menor énfase, indicam que imunorreatividade ao anticorpo

contra a subunidade GIluR2/3 mostram padrao de expressio semelhante ao
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apresentado para a subunidade GIluR1, com presenca em neurdpila e corpos
celulares. Estes resultados consideram o padrdo geral de marcacdo e, apesar de
terem sido feitas inferéncias com relagdo a quantidade de células, ndo foi realizado
nenhum tipo de contagem celular. Um dado a ser ressaltado ¢ que expressao de
RNAm GIluR3 no estriado ¢ baixa e estavel durante o desenvolvimento, portanto as
possiveis variacoes encontradas para a proteina GIluR2/3 sdo quase que

exclusivamente relacionadas a subunidade GIluR2.

A utilizagdo de um anticorpo especifico para a subunidade GIuR2 ¢ a
utilizagdo da técnica de hibridizacdo In situ com sondas marcadas para a
visualizagdo do RNAm das subunidades do receptor de glutamato poderia melhor
delinear inferéncias quanto as propriedades do canal e as variagdes das isoformas

fip a flop durante o desenvolvimento de pombos.

JACKOWELC et al. (1998) também mostraram que tanto o RNAm quanto a
proteina GluR4 expressa foram pouco evidentes no estriado e ndo expressas no GP
em todas idades estudadas. Nossos dados, apesar de diferentes dos encontrados por
este autor, concordam com de LAVERGUETTA et al., (2005) que mostram a
presenca GluR4 no GP.

Outros autores mostram variagdes durante o desenvolvimento pds-natal do
estriado COLWEL et al., 1998; JAKOWEC et al., 1998; SADIKOY et al., 1998;
SHET, et al.,1998; TEPPER et al., 1998; NANSEN et al., 2000; RITTER et al.,
2001; LUK et al., 2003, LUCK &SADIKOT, 2004). Neuronios médio-espinhais
sao morfologicamente imaturos durante os primeiros dias de vida em diversas

espécies de mamiferos, com aumento progressivo da densidade de espinhas
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dendriticas. Em ratos, somente durante a terceira semana de vida € que ¢ formada a

maioria dos contatos sinapticos (SHET, et al.,1998).

Receptores de glutamato também parecem estar envolvidos em processos
relacionados ao desenvolvimento e maturacdo neural (COLWEL et al., 1998;
JAKOWEC et al., 1998; SADIKOY et al., 1998; TEPPER et al., 1998; NANSEN
etal., 2000; RITTER et al., 2001; LUK et al., 2003, LUCK & SADIKOT, 2004). A
proliferagao celular de neuroblastos telencefalicos ¢ fortemente inibida por
bloquedores de receptores de glutamato. Culturas corticais foram sensiveis a
bloquedores de receptor do tipo AMPA/KA e culturas estriatais foram sensiveis a
bloqueadores do tipo NMDA (LUCK & SADIKOT, 2004). SADIKOF et al.,
(1998) mostraram que imediatamente apos a fase proliferativa, a administracao de
antagonistas NMDA ndo surtiu efeito na quantidade de neurdnios presentes,

evidenciando um papel deste receptor no mecanismo de proliferacao.

Durante o periodo pos-natal, alteracdes estruturais e funcionais ocorrem no
estriado. SHETH et al. (1998) mostraram que, em ratos, a arboriza¢do terminal das
projegdes cortico-estriatais sdo se expandem entre P2 e P7. A maturidade
eletrofisioldgica de neurdnios estriatais de roedores parece ser adquirida somente

entre a segunda e quinta semana de vida pos-natal (TEPPER & TRENT, 1993).
Estudos eletrofisiologicos e ultraestruturais poderiam revelar peculiaridades

funcionais do desenvolvimento estriatal e palidal de pombos, assim como

similaridades ou diferencas entre aves e mamiferos.
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O fato dos receptores de glutamato apresentar cinética e localizagdo
ultraestrutural diferentes poderia sugerir que participam de atividades especificas
diversas durante o processo maturacional. A presenca de GluR1 no globo palido,
parece ndo guardar nenhum tipo de relacdo direta com o ntimero total de células, de
forma que sua expressdo estd vinculada ou mediando algum processo que ocorre
durante os trés primeiros dias de vida. Ou talvez a sua auséncia seja necessaria para

permitir ou inibir determinados processos ao redor do décimo dia de vida.

Diametralmente oposto ao GIuR1 no GP ¢ o comportamento da expressao de
GluR2/3 no LStC, que parece ser proporcional, porém de forma inversa, ao nimero
total de células. Este fato poderia guardar relacdo a algum tipo de protecao celular

ao processo de morte neuronal.

Mais uma vez, os resultados apontam para a hipotese de que as variagdes da
composicao do receptor de glutamato podem refletir mudangas nas caracteristicas
funcionais e de permeabilidade. Por exemplo, enquanto GIluR1 parece ser expresso
no GP em momentos de expressao pico, GluR2/3 no LStC talvez possa parece

exercer um papel mais relacionado a estabilizagdo das conexdes sinapticas.

Proteinas ligantes de calcio

Analisando nossos dados, as proteinas ligantes de célcio mostraram
comportamentos bastante especificos. A proteina ligante de calcio PV apresenta,
durante o desenvolvimento, curva de variacdo e valores de expressdo diferentes
quando comparamos LStC e LStL. Porém, na fase adulta, a quantidade de células

PV+ ¢ semelhante, lembrando que a marcagcdo na neurdpila ¢ bastante diferente.
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Calbindina, cujo padrdao de marcagcdo nos nucleos da base de pombos foi nulo
durante a maturagdo inicial, ndo mostrou diferencas notaveis entre a duas regioes

do estriado.

O ion calcio participa de eventos criticos de neur6nios maduros e imaturos
(BLAUSTEIN, 1988; KHACHATURIAN, 1991; GARERI, et al., 1995). Nos
neurdnios imaturos, o Ca>" esta envolvido em processos como proliferacdo celular,
migracdo, crescimento axonal e diferenciacdo celular (BLAUSTEIN, 1988;
KATER et al., 1989; MATTSON, 1992; LIU & GRAYBIEL, 1992; CATSICAS et
al., 2001). A regulacdo dos niveis de calcio sdo essenciais para o funcionamento
do sistema nervoso, uma vez que aumento agudo ou cronico do nivel
citoplasmatico deste ion pode levar a morte celular (BLAUSTEIN, 1988;
KHACHATURIAN, 1991; GARERI, et al., 1995). Ao que parece, a maturagao das
classes de interneurdnios estriatais sdo reguladas diferencialmente durante o
desenvolvimento (SCHLOSSER, e cols, 1999). Nossos resultados também
sugerem 1sso mostrando caracteristicas diferentes da expressdo destas duas

proteinas em relacao a fase do crescimento.

CB apresentou expressao tardia nos nucleos da base, ndo sendo observada
imunorreatividade até o 10° dia de vida. Esse fato ndo parece ser devido a algum
artefato de técnica, visto que em outras areas em que ela ¢ precocemente expressa,
como o hipocampo, a marcacao pode ser observada. A proteina ligante de célcio
CB ¢ preferencialmente detectada em neurdnios médio-espinhais presentes na

matrix estriatal de ratos (GABRIEL & RAGSDALE, 1983; GERFEN, 1985).
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LETNIC & KOSTOVIC (1998) observaram que no encéfalo de humanos as
proteinas ligantes de célcio também sofrem variagdes durante o desenvolvimento
pos-natal. CB foi altamente expressa no cortex visual neonatal e decaiu durante as
semanas seguintes chegando a desaparecer em algumas camadas. PV, no entanto,
apresenta um pico de expressdao ao redor dos dois meses. As fases de intensa
mudanga encontradas pelos autores co-ocorrem temporal e espacialmente com o
curso da sinaptogénese cortical. Mudancas semelhantes foram também
encontradas no encéfalo de macacos, considerando-se as diferengas no tempo de

duragdo da maturacao de cada espécie.

Durante o desenvolvimento embrionario e poOs-natal do cerebelo de
pintinhos, SECCHMAN et al., (1994) utilizaram Northern blot ¢ RNA slot blot
para identificar tanto a proteina CB quanto seu RNAm. Seus dados mostraram uma
expressao crescente do RNAm até o primeiro dia de vida, que perdurou
relativamente estavel at¢ P7. A proteina CB também apresentou elevagdo em seus
niveis durante a fase embrionaria, mas foi entre E20 e P7 que sua curva de

expressao teve a maior inflexao.

Em ratos, KORUBE et al., (1992) também observaram expressdo crescente
da proteina CB durante as cinco primeiras semanas da vida pos-natal, sendo que,
durante a primeira semana a expressao ¢ muito baixa. ApoOs algumas variagdes
individuais para cada tecido, os niveis de expressdao semelhantes ao adulto foram

atingidos somente ao redor do 4° més de vida.

No estriado, no entanto, ocorre uma reducdo na expressaio de CB do

nascimento até P15. Esta reducao foi supostamente correlacionada com a migracao

106



de células CB+ através do estriado em direcao ao neocortex de ratos (KORUBE et
al., 1992). REBLET et al. (2005) também relatam a presenga de CB em provaveis

neuroblastos migratorios.

Nossos dados mostram que a expressdo da proteina CB apresenta um padrao
tardio durante o desenvolvimento do encéfalo de pombos, sendo expressa apenas

em poucos locais logo apds nascimento.

Talvez a CB realmente exer¢a um papel neuroprotetor como sugerido por
IACOPINO & CHRITAKOS (1990), agindo como sistema auxiliar de
tamponamento do calcio intracelular (BAIMBRIDGE & MILLER, 1982). Este
fato parece ser verdade no estriado, uma vez que interneurénios ricos em
parvalbumina ou neur6nios de projecdo ricos em calbindina sdo relativamente
resistentes ao efeito excitotoxico mediado pelo Ca®" na presenga de um agonista

NMDA seletivo (acido quinolinico) (FIGUEREDO-CARDENAS, et al., 1998).

O fato de sua expressdo ser crescente durante o desenvolvimento poderia
refletir uma forma de postergar a prote¢do celular, uma vez que durante a
maturacgdo inicial se faz necessaria a morte neuronal parcial. De qualquer forma, a
presenca de CB ndo representa uma importante fonte de protecao celular contra
excitotoxicidade, ao menos no estiado, onde sua expressdao € consideravelmente
baixa. No GP, no entanto, onde sua expressdo chega a mais de 10% dos corpos
celulares presentes na idade adulta, é possivel que esta proteina possa exercer um

papel mais expressivo.

107



PV no estriado, apesar de algumas pequenas diferencas entre as regides
central e lateral, foi expressa desde o nascimento de maneira crescente (exceto PO-
P1 no LStL), mas atingindo no maximo cerca de 5%. Porém, no GP observamos
uma queda regular no ntimero absoluto de células durante os primeiros dez dias de
vida, quando valores semelhantes ao adulto sdo atingidos. Experimentos utilizando
microscopia eletronica no encéfalo de ratos revelaram que cerca de dois tergos dos
neurénios presentes no GP sio PV+, apresentando em geral corpo celulares
maiores que os PV - (KITA, 1994). Em ratos, células PV+ apareceram no estriado
apenas em P9, crescendo numericamente durante as semanas 2 ¢ 3 (SCHLOSSER

etal., 1999), diferindo do que encontramos em pombos.
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VI. CONCLUSOES

Nossos dados indicam que a densidade dos neurdnios estriatais e palidais
diminui logo apds o nascimento e essa redugdo apresenta diferencas temporais e

espaciais.

No estriado, a intensidade da queda ocorreu prioritariamente durante os dez
primeiros dias de vida, enquanto que no globo palido, ocorreu principalmente entre

P10 e a idade adulta.

Subunidades dos receptores de glutamato do tipo AMPA e parvalbumina
estdo presentes no estriado e globo palido desde o inicio da vida pos-natal, porém
sdo expressos em numero diferente dos encontrados na fase adulta, apresentando

flutuacdes temporais.

Neuronios estriatais e palidais de pombos somente expressam calbindina

apos o décimo dia pds-natal.

No conjunto, nossos dados sugerem que as variagdes no padrao de expressao
observadas podem indicar diferencas funcionais em periodos distintos do
desenvolvimento telencefalico, refletindo papéis especificos de cada subunidade no
processo de maturacdo das regides central e lateral do estriado lateral e do globo

palido de aves.
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