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“C’est la vie; That's life....
um tranquilo triunfo interior com uma mistura de melancolia reconhecida”

(Heinz Kohut)



A Anette Hoffmann

.... O homem né&o nasce racional, mas pode tornar-se racional: tudo depende do
esfor¢co para combater o acaso, os encontros fortuitos, selecionando e organizando os
bons encontros, isto €, no lugar daqueles que mutilam e diminuem nossa poténcia de
pensar e agir (paixdes tristes), selecionar aqueles que compdem conosco € nos
inspiram paixdes alegres, sentimentos que convém a razao”.

(Adauto Novaes, O desejo)

Quem sempre me inspirou.
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Aos meus pais (Jodo Garcia e Yara)
“... O tar medo ¢é desse jeito mémo: quando que ele passa da conta vira de natureza, ai
pode que vira é corage...
... Eu tem pra mim que os medo € inté mais pirigoso que a corage. Eu tem pra mim que
a corage € os medo bao, os medo carculado, c’as conta pronta. A corage carcula
inhantes de puxa os dedo. O tar medo néo, é a corage dismiolada...
... E tem 6ta: nos medo vancé num vé é nada, s6 carcula no onga, s6 vé a onca. A
oncga! A oncga!. Num déia o céu azurzim c’as nuve branca, num o6ia a florzica marela,
num vé o rego d’agua, num vé é nada...”

(Dioguinho: o matador de punhos de renda, Jodo Garcia.)

Que me ensinaram a nao ter medo e a admirar o céu azul, a flor amarela...



Vem sentar-te comigo, Lidia

Vem sentar-te comigo Lidia, a beira do rio.
Sossegadamente fitemos o seu curso e aprendamos
Que a vida passa, e nao estamos de méaos enlagadas.
(Enlacemos as méos.)

Depois pensemos, criangas adultas, que a vida
Passa e nao fica, nada deixa e nunca regressa,
Vai para um mar muito longe, para ao pé do Fado,
Mais longe que os deuses.

Desenlacemos as méos, porque nao vale a pena cansarmos-nos.
Quer gozemos, quer ndo gozemos, passamos COMo O rio.

Mais vale saber passar silenciosamente

E sem desassossegos grandes.

Sem amores, nem odios, nem paixdes que levantam a voz,
Nem invejas que dao movimento demais aos olhos,

Nem cuidados, porque se os tivesse o rio sempre correria,
E sempre iria ter ao mar.

Amemos-nos tranquilamente, pensando que podiamos,
Se quiséssemos, trocar beijos e abragos e caricias,

Mas que mais vale estarmos sentados ao pé um do outro
Ouvindo correr o rio e vendo-o.

Colhamos flores, pega tu nelas e deixa-as

No colo, e que o seu perfume suavize o0 momento -

Este momento em que sossegadamente ndo cremos em nada,
Pagaos inocentes da decadéncia.

Ao menos, se for sombra antes, lembrar-te-as de mim depois
Sem que a minha lembranca te arda ou te fira ou te mova,
Porque nunca enlagamos as maos, nem nos beijamos

Nem fomos mais do que criangas.

E se antes do que eu levares o 6bolo ao barqueiro sombrio,
Eu nada terei que sofrer ao lembrar-me de ti.
Ser-me-as suave a memoria lembrando-te assim - a beira-rio,
Paga triste e com flores no regaco.
(Ricardo Reis, Fernando Pessoa).

Ao Luiz Artur e ao Jodo Artur.
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Resumo

Nos vertebrados o teto 6ptico (TeO) e o seu homdlogo nos mamiferos o coliculo
superior sdo responsaveis pelas tarefas integrativas multisensoriais orientacionais,
assim como pelas respostas defensivas e de captura de presas.

Nos peixes elétricos de campo fraco, apesar de alguns trabalhos ja terem
demonstrado que estimulos visuais em movimento, apresentados sozinhos ou
combinados com eletrosensoriais, ativam as células tectais, ainda hoje pouco se sabe
sobre quais as vias neuronais, os tipos de neurotransmissores envolvidos e 0s
estimulos usados na inducdao das diferentes respostas comportamentais. Assim o
presente estudo teve por objetivo avaliar a participagcdo do TeO e dos sistemas
GABAérgico e Glutamatérgico na modulagcdo de respostas comportamentais de
Gymnotus carapo.

Nossos dados demonstraram que microinjecoes de diferentes concentragdes do
antagonista GABAa bicuculina (0,49 mM, 0,98 mM e 1,96 mM) nas camadas
intermediarias e profundas do TeO provocaram episédios de aumentos abruptos na
frequéncia da descarga.

As microinjegcdes prévias de 15,35 mM de muscimol nestas mesmas camadas
do TeO foram capazes de bloquear os aumentos na freqUéncia da descarga
observados apds as microinje¢des de 0,98 mM de bicuculina neste mesmo sitio.

Observamos ademais que as microinjecbes de NMDA (100 mM) no TeO
provocaram episédios de aumentos na frequéncia da DOE similares aqueles
observados apds a microinjecdo da maior concentragao de bicuculina.

Como nos nossos resultados foi possivel observar que as diferentes
concentracdées de bicuculina ou NMDA provocavam aumentos na frequéncia da

descarga sem modulagdes da amplitude, aventamos que tais respostas podem ser



evocadas durante a eletrolocalizagao ativa destes animais e consideradas como uma
resposta de orientacdo a um estimulo novo. Também aventamos também que os
episddios de aumentos na frequéncia da DOE apresentados apds a maior
concentracio de bicuculina ou NMDA no TeO podem estar envolvidos com a atencéo.

Nossos achados neuroanatémicos demostrararam que apds deposicdo do BDA
nas camadas intermediarias e profundas do TeO, fibras varicosas foram marcadas na
porcao lateral do complexo formado pelo nucleos central posterior (CP) e pré-
marcapasso (PPn CP/PPn e na camada VIII do toro semicircular dorsal (TSd) assim
como neurénios retrogradamente marcados foram encontrados na regido dorsocentral
do telencéfalo dorsal (Dc).

Assim sugerimos possiveis substratos neurais que poderiam estar envolvidos
nas modulagdes da DOE observadas nos nossos experimentos com Gymnotus carapo.
Um possivel substrato envolveria a conexao direta entre o TeO e o CP/PPn; um outro,
a conexao bidirecional entre o TeO e o TSd.

As microinjegdes de bicuculina ou NMDA no TeO de Gymnotus carapo além das
modulagdes da DOE, induziram respostas motoras. O aparecimento de terminais na
formacgao reticular rombencefalica, nucleo tegmental mesencefalico rostral e na medula
espinal apos o depodsito de BDA no TeO, indica que varias vias podem estar envolvidas

no controle de tais respostas motoras.



Abstract

The optic tectum (TeO) is a site of multisensory convergence and has a role in
sensory-motor interfacing for orientation in most vertebrates. In weakly electric fish
tectal cells are driven by electrosensory stimuli and the information arising from these
cells is used in the control of electric behaviors. In the present work the role of the
TeO on the electric organ discharge (EOD) and on motor response was explored in
the pulse-type Gymnotus carapo. For this purpose bicuculline (0.245 mM; 0.49 mM;
0.98 mM and 1,96 mM), muscimol (15.35 mM), NMDA (100 mM), AP-5 (100 mM)
and saline were microinjected (0.1 pl) into the deep layers of the TeO of awakened
unrestrained fish. A tract tracing technique was also employed using the biotinylated
dextran amine into the TeO to reconstruct the underlying neural pathways mediating
the electro and skeletomotor effects. For all dose, except 0.245 mM, microinjection of
bicuculline and NMDA produced changes in the EOD frequencies that were
characterized by an initial phase of gradual frequency, followed by a plateau where
the EOD frequency increased at least 1-fold above the baseline frequency value and
a long and variable period of frequency decrease. These responses were prevented
by previous microinjection of muscimol. With the higher dose of bicuculine and
NMDA, these episodes were mixed with short periods of shorter EOD frequencies
increases. The EOD frequencies increases were positive correlationed with
skeletomotor patterns and we suggest that these responses might be a novelty
response that are exhibited during the active electrolocation of novel environments.
The frequency increases observed after the higher dose of bicuculline or NMDA may
also reflect the underlying exploratory motivation and attention of weakly electric fish.
The tract tracing experiments provided subsidies for possible pathways involved in

the above mentioned functional result.



Lista de abreviaturas e siglas

AF aumento abrupto na frequéncia da descarga do 6rgao elétrico
BDA amina dextrana biotinilada

CCb corpo cerebelar

CP/PPn complexo formado pelos nucleos central posterior e pré-marcapasso
CSs coliculo superior

Dc regido dorsocentral do telencéfalo dorsal
dLL decussacgao do lemnisco lateral

DM2v regido ventral do telencéfalo dorsomedial
DOE descarga do 6rgao elétrico

DPn nucleo dorsal posterior do talamo

ELL lobo posterior da linha lateral

EPM erro padrao da média

eTS eferentes do toro semicircular

FLM faciculo longitudinal medial

FRM formacao reticular mesencefalica

fv funiculo ventral da medula espinhal

G nucleo glomerular

LMRA area reticular mesencefalica lateral

nE nucleo eletrosensorial

nPPv nucleo periventricular posterior

oC quiasma optico

RF retorno da frequéncia para o seu valor basal
RF formacéao reticular

RMT nucleo tegmental mesencefalico rostral
RN resposta de novidade

SAC “stratum album centrale”

SGC “stratum griseum centrale”

SM “stratum marginale”

SO “stratum opticum”

SPV “stratum periventricularis”

TeO teto optico

TPP nucleo do tubérculo posterior

TSd toro semicircular dorsal

tSP trato espinhal

tTB trato tectobulbar

V ventriculo



1 —Introducéo

Nos vertebrados inferiores o teto do mesencéfalo € dominado por uma regiao
retinorecipiente chamada de teto 6ptico (TeO), homdlogo ao coliculo superior (CS) nos
mamiferos. Esta regido pode ser considerada mais que um centro de processamento
visual, ja que recebe aferéncias topograficamente organizadas de outras modalidades
sensoriais, tais como audicdo, tato e quando presentes, infravermelho e
eletrossensibilidade (SKARF; HARTLINE, 1974; DRAGER; HUBEL, 1976; INGLE;
SPRAGUE, 1977; BASTIAN, 1981; NEWMAN; HARTLINE, 1981; JONES, 1981; CARR
et al., 1982). Uma das principais fun¢des desta regido é localizar um estimulo no
espaco e provocar no animal respostas de orientacdo a esse estimulo (BUTLER,
1992). O TeO e o CS também sé&o responsaveis pelas respostas de captura de presa e
respostas defensivas (YAGER; SHARMA; GROVER, 1977; LAMING; BORCHERS;
EWERT, 1984; AL-AKEL; GUTHRIE; BANKS, 1986; SAHIBZADA; DEAN; REDGRAVE,
1986; DEAN; MITCHELL; REDGRAVE, 1988a; 1988b; NORTHMORE; LEVINE;
SCHNEIDER, 1988; DICKE; ROTH, 1994; LAMING et al., 1995; COMOLI; CANTERAS,
1997; HERRERO et al., 1998; BRANDAO et al., 1999; COMOLI; CANTERAS, 2000;
EICHENBERGER et al., 2001; MEREDITH et al., 2001, GAHTAN; TANGER; BAIER,
2005; SCHENBERG et al., 2005; MCCONVILLE; STERRITT; LAMING, 2006).

As combinacdes das informagdes multisensoriais influenciam a atividade dos
neurdnios tectais, que pode aumentar ou diminuir dependendo das caracteristicas
espaciais, temporais e fisicas dos estimulos integrados. Freqlientemente, as respostas
fisiolégicas produzidas pela combinagdo de estimulos diferentes, ocorrem mais
rapidamente, sdo mais intensas sobretudo na fase inicial da resposta (ROWLAND et

al., 2007).



Nos teledsteos, o teto € formado por cinco camadas sucessivas dispostas
horizontalmente a superficie da estrutura e pode ser dividido em duas regides
funcionais formadas pelas camadas superficiais e pelas camadas intermediarias e
profundas, sendo que as primeiras séo sitios de projecoes eferentes da retina, as quais
terminam em mapas visuais topograficamente ordenados, enquanto as camadas
intermediarias e profundas recebem informacdes, além das visuais, de outras
modalidades sensorias e estabelecem conexdes descendentes com diversos nucleos
pré-motores mesencefalicos e rombencefalicos, assim como podem alcancar a medula
espinhal (ITO; BUTLER; EBBESSSON, 1980; MEEK, 1983; HEILIGENBERG; ROSE,
1987; BEHREND; DONICHT, 1990; TORRES et al., 2002; PEREZ-PEREZ et al., 2003;
GAHTAN; TANGER; BAIER, 2005; LUQUE et al., 2005; TORRES et al., 2005).

Em Gymnotus carapo o TeO pode ser dividido em trés zonas principais:
superficial, central e periventricular, e essas zonas sao subdivididas em varias
camadas de células e fibras. De acordo com VANEGAS; LAUFER; AMAT (1974), SAS;
MALER (1986) e HEILIGENBERG; ROSE (1987) estas sao as camadas:

“Stratum marginale” (SM) é a camada mais superficial do teto que contém fibras

provenientes do toro longitudinal (TL), as quais fazem contatos sinapticos com os
dendritos apicais dos neurdnios bipolares localizados nesta mesma camada, s6 que
mais profundamente.

‘Stratum_opticum” (SO) é a camada que contém a maior parte das fibras

provenientes da retina, as quais terminam na camada “stratum fibrosum et griseum
centrale” (SFGS). Os neurdnios localizados nos limites destas camadas possuem uma
rica arvore dendritica que se ramifica para SM. Os axdnios dessas células sao finos e

ramificam-se para SFGS.



“Stratum griseum centrale” (SGC) é a camada central que contém uma grande

variedade de dendritos, axbénios e corpos celulares. Estes Uultimos podem ser:
piramidais com um axoOnio ascendente que se ramifica para SFGS, SO e SM e
dendritos que se espalham para as camadas mais abaixo ou piriformes com um axoénio
ramificando-se dentro da propria SGC.

‘Stratum album centrale” (SAC) é a camada que contém a maioria dos

neurdnios e fibras tectais eferentes. Os neurdnios desta camada possuem os formatos
monopolares ou multipolares, dendritos que se estendem desta camada para SGC e
SFGS e axénios que deixam o TeO.

“Stratum periventricularis” (SPV) € a camada tectal mais profunda que contém

neurdnios monopolares os quais podem ou ndo apresentar um axénio eferente. Estas
células apresentam os formatos ovéides ou piriformes.

Nos mamiferos o CS também é uma estrutura laminar que possue sete
camadas de axbénios e corpos celulares alternados. A informacdo visual é
processada nas trés camadas dorsais, sendo que a primeira camada (1) recebe
projecdo direta da retina e as camadas 2 e 3 recebem, via interneurénios,
informagdes da camada 1 assim como projegdes diretas descendentes do cortex
pré-estriado, cortex médio temporal e cortex parietal. As quatro camadas ventrais
recebem informacgdes auditivas e somaticas, somando-se as projecées de outras
origens. As projegdes eferentes do CS incluem a substancia negra par reticulata
(SNrr), os diversos nucleos pré-motores mesencefalicos e rombencefalicos que se
conectam com o0s nucleos oculomotores, assim como com a medula espinhal
(EDWARDS et al, 1979; GRANTYN; BERTHOZ, 1985, MOSCHOVAKIS;
KARABELAS; HIGHSTEIN, 1988; DEAN; REDGRAVE; WESTBY, 1989; HARVEY;

WORTHINGTON, 1990; KEAY et al., 1990; WESTBY et al., 1990; SHAMMAH-



LAGNADO; COSTA; RICARDO, 1992; COWIE; ROBINSON, 1994; OLIVIER;
KITAMA; GRANTYN, 1994; WERNER; HOFFMANN; DANNENBERG, 1997;
COMOLI et al., 2003; DOUBELL et al., 2003).

Nos peixes elétricos de campo fraco, proje¢cdes interlaminares de axdnios
tectais assim como a extensdo de suas arvores dendriticas a ldminas vizinhas
sugerem a existéncia de mecanismos de integracado das informagdes multisensoriais
abrangendo as diferentes camadas do TeO. Em Eigenmannia estimulos visuais
estacionarios induzem atividade de neurbnios localizados nas camadas mais
superficiais do TeO, enquanto que estimulos visuais em movimento, apresentados
sozinhos ou combinados com eletrossensoriais, ativam as células tectais localizadas
nas camadas mais profundas. Nesses casos, a integragcdo das duas entradas
sensoriais pode ser explicada por uma simples somacao de efeitos: a adicdo do
estimulo visual ao eletrossensorial aumenta a resposta produzida por essas células

(BASTIAN, 1982).

1.1. — Participacao do teto 6ptico nas respostas de orientacdo.

O teto oOptico e seu homédlogo o coliculo superior utilizam as informagdes
espacialmente localizadas no controle dos movimentos de orientacdo, os quais
envolvem o redirecionamento dos olhos, orelhas, cabega e corpo a fim de manter a
regido de maior acuidade visual no objeto de interesse (WURTZ; ALBANO, 1980;
DEAN; REDGRAVE; SAHIBZADA; TSUJI, 1986; DEAN; MITCHELL; REDGRAVE,
1988a; NORTHMORE; LEVINE; SCHNEIDER, 1988; DEAN; REDGRAVE; WESTBY,
1989; WESTBY et al., 1989; COWIE; ROBINSON, 1994; FREEDMAN; SPARKS, 1997;
WERNER; DANNENBERG; HOFFMANN, 1997). Movimentos rapidos que os olhos

executam entre um ponto de fixagdo e outro (movimentos sacadicos) também podem



ser considerados como de orientagcao e sao controlados pelo TeO e CS (KING; DEAN;
REDGRAVE, 1991; PARE; GUITTON, 1994; WERNER; HOFFMANN; DANNENBERG,
1997). Estes movimentos ocorrem em resposta aos estimulos visuais, auditivos e
tateis, assim como sao evocados pela memoria de localizagdes no espaco. As sacadas
sdo estereotipadas, extremamente rapidas, e drogas, fadiga ou estados patoldgicos
podem altera-las. Os axdénios das células coliculares envolvidas nestas respostas
projetam-se para nucleos pré-motores mesencefalicos e rombencefalicos que, por sua
vez, emitem fibras aos nucleos oculomotores (GRANTYN; BERTHOZ, 1985; DEAN;
REDGRAVE; WESTBY, 1989; COWIE; ROBINSON, 1994). As conexdes tectais com
grupos pré-motores que se conectam com a medula espinhal também estdo envolvidas
nos mecanismos neurais das respostas de orientagdo (KEAY et al., 1990; WESTBY et
al., 1990; SHAMMAH-LAGNADO; COSTA; RICARDO, 1992; WERNER; HOFFMANN;
DANNENBERG, 1997).

Em macacos, a apresentacdo de um estimulo visual ou a lembranca de um alvo
ap6s as microinjecdes de agonista GABAérgico (muscimol) nas camadas
intermediarias do CS, evoca movimentos sacadicos que apresentam uma laténcia
maior e amplitude e velocidade menores. Em contraste ao muscimol, as microinje¢des
do antagonista GABAérgico bicuculina, facilitam estes movimentos, aumentando sua
frequéncia de ocorréncia (KIKOSAKA; WURTZ, 1985). Estes autores sugerem que o
substrato envolvido nestas respostas envolve a substancia negra pars reticulata (SNr),
e propdem que precedendo o movimento sacadico em direcdo ao alvo visual ou a sua
lembranca, células da SNr reduzem brevemente a inibicao tbnica que mantém sobre os
neurdnios tectais das camadas intermediarias. Estudos com fatias vivas do CS de ratos
também demonstraram que a ativagao de vias excitatorias envolvendo os receptores

glutamatérgicos do tipo NMDA localizados nas camadas profundas do CS apds a



desinibicdo GABAérgica € o mecanismo fundamental envolvido nos comportamentos
de orientagao (SAITO; ISA, 2003).

Nos peixes teledsteos o TeO € uma estrutura necessaria para a execucao das
respostas de orientacdo, e estimulagdes elétricas desta estrutura podem provocar
movimentos contralaterais apenas dos olhos, ou coordenados com movimentos do
corpo. A direcdo e amplitude dos componentes horizontais e verticais desses
movimentos sao dependentes dos sitios tectais e envolvem conexdes sitio-
dependentes com nucleos pré-motores (MOSCHOVAKIS et al., 1998).

Em “goldfish” Carassius auratus estimulagcbes elétricas de sitios tectais
localizados rostral e medialmente provocam movimentos obliquos dos olhos, cujo
componente vertical € maior que o horizontal; ja a ativagao de sitios tectais localizados
mais caudalmente evoca respostas dos olhos com caracteristicas opostas (TORRES et
al., 2005). Estudos neuroanatémicos demonstraram que, apos inje¢cdes de tragcadores
nos sitios rostrais do TeO destes animais, terminais e corpos celulares foram
encontrados na formacgao reticular mesencefalica (FRM), enquanto que injecdes tectais
mais caudais resultaram em marcacbées nesta mesma estrutura, s6 que mais
caudalmente (PEREZ-PEREZ et al.; 2003). Estimulacdes elétricas da FRM também
provocam movimentos dos olhos semelhantes aos tectais (TORRES et al., 2005) e,
dessa maneira, essa estrutura pode servir como uma interface (constituida por
diferentes sitios funcionais) que proporciona comandos motores com as caracteristicas
temporais solicitadas pelo teto. A bidirecionalidade destas conexdes também sugere a
participacdo da FRM na modulagdo dos comandos tectais ja que esta ultima recebe
informacgdes sensorias provenientes da medula (EWERT et al. 1990).

Nos peixes elétricos de campo fraco, como cada descarga do érgao elétrico

(DOE) proporciona informacdées sobre o ambiente (eletrolocalizagdo ativa), um



aumento na frequéncia da descarga reflete um aumento no fluxo de informacgdes
sensoriais para o peixe, que pode assim processar qual estimulo sera analisado em
detalhes e qual sera levado em consideragéo para guiar seus comportamentos. Assim,
nestes animais a resposta de orientagdo ou novidade (RN) é caracterizada por
aumentos rapidos na frequéncia da descarga do 6rgao elétrico (DOE) seguidos por um
declinio para o nivel basal (LISSMANN, 1958) e sdo acompanhadas por movimentos
estereotipados do corpo, os quais permitem alterar as relagdes espaciais entre os
campos receptivos visuais e eletrosensoriais.

A RN ocorre frente a apresentacido de estimulos novos e repentinos de
diferentes modalidades sensoriais (mecanica, acustica, elétrica, visual), ou sé&o
evocadas quando uma série de estimulos com intervalos pequenos (<2s) e constantes
€ interrompida abruptamente. Mudancas nas caracteristicas de um estimulo continuo
também sao capazes de evocar a RN (POST; VON DER EMDE, 1999). Em Gymnotus
carapo, a RN em decorréncia da apresentacéo de pulsos de ondas quadradas (1 ms
de duracéo, frequéncia de repeticdo de 70 Hz e uma corrente de 100 pA) diminui sua
magnitude frente a repeticdo do estimulo, mas ndo é totalmente abolida, mostrando
uma habituagéo parcial. Também variagdes sazonais e drogas que alteram a vigilancia
ou a emocionalidade influenciam essa resposta (CORREA; PEREIRA; HOFFMANN,
1999). Em Hypopomus a resposta de novidade ocorre em resposta a estimulagao da
subdivisdo CP/PPn-G do complexo formado pelos nucleos central posterior (CP) e pré-
marcapasso (PPn), cujas proje¢des liberam glutamato que se liga aos receptores
NMDA ou AMPA das células marcapasso do nucleo marcapasso (Pn) situado no bulbo
(KENNEDY; HEILIGENBERG, 1994). O Pn é um oscilador endégeno (ZUPANC;
MALER, 1990) que dirige a atividade do 6rgao elétrico localizado ao longo do tronco do

animal.



Como a RN pode ser evocada por estimulos de diferentes modalidades
sensoriais (POST; VON DER EMDE, 1999) é possivel que o teto participe na
elaboracdo de tal resposta, ja que células tectais localizadas nas camadas mais
profundas também sao ativadas por estimulos de diferentes modalidades sensoriais
(BASTIAN, 1982) e conectam-se com nucleos pré-motores responsaveis por

modulagdes da DOE (ZUPANC; HORSCHKE, 1996).

1.2. - Participacéo do teto 6ptico nas respostas de captura de presa.

O teto optico também esta envolvido nos comportamentos de captura de presa
(SAHIBZADA, DEAN; REDGRAVE, 1986; DICKE; ROTH, 1994; LAMING et al., 1995;
COMOLI; CANTERAS, 1997; HERRERO et al., 1998; COMOLI; CANTERAS, 2000;
MEREDITH et al., 2001, GAHTAN; TANGER; BAIER, 2005) e em sapos estimulagdes
elétricas desta estrutura resultam em respostas comportamentais caracteristicas de
tais comportamentos (LAMING; BORCHERS; EWERT, 1984). Estimulagbes elétricas
de baixas intensidades (< 50 yA) provocam um aumento das respostas relacionadas
com este comportamento como alerta, orientacdo, aproximacido e captura, enquanto
correntes acima de 50 yA provocam aumentos destas respostas, mas nesta situagao
um estimulo visual também provoca comportamentos de esquiva como retragao
(MCCONVILLE; STERRITT; LAMING, 2006).

Em Carassius auratus estimulacdes elétricas de baixa intensidade na porcao
anteromedial do teto induzem movimentos convergentes dos olhos e golpes pequenos
e lentos das nadadeiras que podem estar envolvidos na captura de presas, ja que
permitem que estimulos visuais sejam projetados nas duas retinas centrais
(HERRERO et al., 1998). O conhecimento relativo do envolvimento desta porgéao tectal

na captura de presa € complementado por estudos realizados em animais nadando



livremente num aquario, os quais demonstraram que a estimulacdo do teto anterior
provoca a captura de alimentos (AL-AKEL; GUTHRIE; BANKS, 1986) e que sua
ablacao bilateral inibe esta resposta (YAGER; SHARMA; GROVER, 1977).

Em ratos estudos demonstraram que a estimulagcdo elétrica das camadas
intermediarias e profundas do CS provoca respostas relacionadas ao controle da
captura de presa (DEAN; MITCHELL; REDGRAVE, 1988a; DEAN; REDGRAVE;
WESTBY, 1989) e estudos neuroanatdbmicos e funcionais identificaram que a via
descendente teto-reticulo-espinhal contralateral estd envolvida nos movimentos de
aproximagcdo em direcdo aos estimulos novos (SAHIBZADA; DEAN; REDGRAVE,

1986; WESTBY et al., 1990).

1.3. - Participacéo do teto Optico nas respostas defensivas.

Varios trabalhos ja demonstraram que o coliculo superior dos roedores também
estad envolvido na produgdo de respostas defensivas como esquiva ou luta (DEAN;
MITCHELL; REDGRAVE, 1988b; SAHIBZADA; DEAN; REDGRAVE, 1986;
NORTHMORE; LEVINE; SCHNEIDER, 1988; BRANDAO et al, 1999;
EICHENBERGER et al.,, 2002; SCHERNBERG et al., 2005). Do ponto de vista
funcional, parece inteiramente razoavel uma estrutura envolvida na orientagao,
também estar envolvida com respostas defensivas (DEAN; REDGRAVE; WESTBY,
1989), j4 que o estimulo novo pode ser um sinal ameagador iminente, como por
exemplo, o aparecimento de um predador ou de um objeto em rota de colisdo. Desta
maneira, a decisdo para a orientagao deve estar intimamente ligada com a deciséo de
evitar o estimulo ou escapar dele. As evidéncias sobre a participacdo do CS na

modulacdo de comportamentos defensivos resultam do fato de que lesdes dessa
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estrutura reduzem a probabilidade de ocorréncia de respostas defensivas
desencadeadas por estimulos visuais (BLANCHARD et al., 1989).

Em ratos, microinje¢des de glutamato ou NMDA nas camadas profundas do CS
produzem respostas defensivas como congelamento, corridas rapidas e saltos (DEAN,
MITCHELL; REDGRAVE, 1988b), e estudos neuroanatémicos revelaram que camadas
distintas do CS originam uma via ipsilateral que estabelece conexdes com os nucleos
parabigeminal, cuneiforme, pontino e formacéao reticular rombencefdlica e que pode
estar envolvida nas respostas defensivas, ja que lesbes desta via diminuem tais
respostas (DEAN; REDGRAVE; WESTBY, 1989).

Em relagao aos nado-mamiferos, informagdes sobre as fungdes do TeO apontam
nesta mesma diregdo. Em lagartos Iguana iguana, o teto € uma das regides com alta
probabilidade de produzir respostas de escape se estimulado eletricamente (DISTEL,
1978). Em Carassius auratus estimulagdes elétricas de alta intensidade (150 pA) nas
camadas intermediarias e profundas do TeO posterior evocam movimentos
caracteristicos das respostas de escape, tais como contragcdes dos musculos axiais
ipsilaterais e giros da nadadeira que provocam giros do corpo, assim como
movimentos ipsilaterais dos olhos (HERRERO et al., 1998). Na natureza, se um
estimulo aparece atras do animal, ativando a porgao posterior do teto, ele pode ser
considerado perigoso e entdo evoca respostas de escape. Estudos realizados em
peixes nadando livremente num aquario, também demonstraram que esta porcédo do
teto € uma area envolvida nas respostas de luta, ja que estimulagbes elétricas
provocam aumento da atividade do animal, erecido da nadadeira dorsal e movimentos
rapidos de natacédo (AL-AKEL; GUTHRIE; BANKS, 1986).

Nos peixes elétricos de campo fraco € possivel que o TeO também participe na

elaboracao e controle dos comportamentos defensivos, ja que admissao colicular neste
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7

sistema ¢é filogeneticamente antiga e estudos anteriores do nosso laboratério ja
demostraram que mecanismos GABAérgicos do TSd, estrutura homdloga ao coliculo
inferior dos mamiferos, estdo envolvidos na elaboracdo de comportamentos defensivos

especificos de Gymnotus carapo.
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2 — Objetivos gerais.

Apesar dos estudos mostrados nesta introducao evidenciarem o envolvimento
do TeO nas respostas de orientacdo, captura de presa e defesa, pouco se sabe sobre
sua fungcdo nos peixes elétricos de campo fraco cujo sistema visual é pouco
diferenciado. Também pouco se sabe sobre quais as vias neuronais, os tipos de
neurotransmissores envolvidos e os estimulos usados na indugdao das diferentes
respostas comportamentais. Assim, o presente estudo teve por objetivo avaliar a
participacdo do TeO e dos sistemas GABAérgico e Glutamatérgico na modulacao de

respostas comportamentais de Gymnotus carapo.

2.1 — Objetivos especificos:

Estudar os efeitos da desinibicdo GABAérgica do TeO por microinjegdes de
diferentes concentragdes de bicuculina, um antagonista dos receptores do tipo GABAA,,
na DOE basal, assim como na motricidade.

Verificar se o pré-tratamento no TeO com muscimol, um agonista dos receptores
do tipo GABAAa, € capaz de bloquear a resposta produzida pela microinjecdo de 0,98
mM de bicuculina.

Estudar as caracteristicas da amplitude dos pulsos que compdem a resposta do
OE a microinjeg¢ao de bicuculina no TeO em animais anestesiados e contidos.

Estudar a possivel participagdo dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA
do TeO na modulagao da freqiéncia da DOE e do comportamento.

Por meio de técnica de tracejamento neuronial, estudar as conexdes do TeO.
Para isto, utilizamos, como neurotragador, a amina de dextrana biotinizada (BDA; 3000

MW, Molecular Probes, USA).
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3 — Materiais e Métodos

Os peixes elétricos usados neste estudo pertencem a ordem Gymnotiforme,
subordem Gymnotodei, familia Gymnotidae, género Gymnotus, espécie Gymnotus
carapo. Os exemplares utilizados foram comprados no comércio local e mantidos no
Departamento de Fisiologia da FMRP em aquarios individuais. Os aquarios possuiam
aeragao continua, a resistividade da agua variava entre 100 — 200 KQ/cmpH 6 -7 e a
temperatura entre 25 — 29°C. Os animais foram alimentados uma vez por semana com
pequenas iscas vivas.

Os peixes mediam 24,6 + 1,1 cm e pesavam 46,7 £ 2,9 g. Os cuidados com os
animais, anestesia, cirurgia e eutanasia foram feitos de acordo com as normas do
COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal) e aprovados pela Comisséo de
ética em experimentagcdo animal da Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto da

Universidade de Sao Paulo (N° 047/2003).

3.1. — Procedimento Cirurgico

Os animais foram anestesiados por imersdo numa solugdo contendo 0,2 g/l de
MS222 (3- aminobenzoic acid ethyl ester, methanesulfonate salt; Sigma Chemical CO.,
St. Louis, MO, USA), até a parada dos movimentos das nadadeiras anal e laterais,
removidos para a caixa cirurgica, e durante a cirurgia, foram perfundidos através da
guelra com solugao anestésica de manutencao (MS222: Sigma: 0,18 g/l).

O peixe anestesiado, ja na caixa cirurgica, teve a cabega imobilizada por um
prendedor acoplado a caixa que permitiu intervengdes na regidao cefélica. Um
micromanipulador (Prior, England, UK), também acoplado a caixa, permitiu a

realizagcao dos procedimentos estereotaxicos. Apds a assepsia da pele que recobria o
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cranio, foi feita uma incisdo cutanea longitudinal para exposi¢gao da calota craniana.
Posteriormente, foi feito um orificio com auxilio de um motor manual de baixa rotacéo

(Dremel, Sao Paulo, SP, Brasil), para a implantagéo da canula-guia.

3.2. — Canula-Guia

A canula-guia possuia 5 mm de comprimento e foi confeccionada a partir de
segmento de agulha hipodérmica com 0,7 mm de didmetro externo. O orificio e
posterior fixacdo da canula-guia sobre a regidao do TeO foi feito unilateralmente, tendo
como referéncia os eletrorreceptores situados rostralmente ao cérebro, no eixo
interocular (eixo zero, frontal). Para a implantagdo da canula-guia sobre a regidao do
TeO, o eletrodo, acoplado a torre do micromanipulador, foi posicionado sobre o eixo
zero movido 9 mm na direcdo caudal do eixo rostrocaudal a 2 mm lateralmente a linha
média. Durante os experimentos para a microinje¢cao da droga, a agulha foi introduzida

0,5 mm de profundidade, a partir da superficie.

3.3. — Procedimento Experimental

Todos os animais utilizados nos experimentos permaneceram em aquarios
individuais por uma semana antes de serem submetidos ao procedimento cirurgico e
para |4 retornaram apds a cirurgia. Decorridas 48h da cirurgia, os peixes foram
colocados, individualmente, em uma cuba (31 x 5 x 5 cm) com a mesma agua do
aquario e sob oxigenacgao continua. Os experimentos tiveram inicio 10 minutos apos a
colocagcdao do animal nessa cuba que continha um par de eletrodos moéveis nas
paredes internas. Apos a ambientagao, a DOE basal foi registrada num computador. O
animal foi, entdo, removido do aquario com auxilio de uma rede de nylon e colocado

sobre uma mesa por alguns segundos para a microinjegao intracerebral da droga.
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3.4. — Microinjecao Intracerebral das Drogas

Para as microinje¢des, utilizamos uma seringa Hamilton de 2,0 ul (“Alltech
Associates, Deefield, IL, USA”) acoplada a uma bomba de infusdo (“Insight”, Ribeirdo
Preto, SP, Brasil) e regulada para injetar volumes de 0,1 pul, durante 10 segundos. A
seringa Hamilton estava conectada a um segmento de agulha dental (Mizzy-EUA; 15
mm de comprimento e 0.3 mm de didmetro externo) por meio de um tubo de polietileno
PE-10 de aproximadamente 30 cm. A parte distal do polietileno acoplada a agulha foi
preenchida com a solu¢do da droga utilizada, e a outra parte, inclusive a microseringa,
com agua destilada, com uma bolha de ar separando os dois liquidos. A agulha
alcangou o tecido cerebral em profundidades especificas para a regido visada do
sistema nervoso, a partir da extremidade inferior da cénula-guia (0,5 mm). Apds a
microinjegdo, o animal foi imediatamente recolocado no aquario, e o tempo

experimental comegou a ser contado.

3.5. - Drogas

As seguintes drogas, todas fornecidas pela Sigma (St. Louis, MO, USA), foram
utilizadas: NMDA (agonista dos receptores glutamatérgico do tipo NMDA, “N-methyl-p, -
aspartic acid”), AP-5 (antagonista dos receptores glutamatérgico do tipo NMDA, “DL-2-
amino-5-phosphonopentanoic acid”), Bicuculina (antagonista dos receptores do tipo
GABA,, “Bicuculline methiodide”), Muscimol (agonista dos receptores do tipo GABAA,
Muscimol “5-Aminomethyl-3-hydroxyisoxazole hydrobromide”) e salina. As drogas

foram diluidas em solugédo de Ringer para peixes.
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3.6. - Aquisicdo da DOE

A DOE foi monitorada com auxilio de um osciloscépio Tektronix modelo 5111
(“Beaverton, OR, USA”) e capturada com uma taxa de aquisicdo de10 KHz por um
editor de audio “Audacity” (versdo 1.2.6.) instalado em um computador. O tempo total
de cada aquisi¢cédo foi de 35 minutos, iniciado 5 minutos antes das microinje¢des das

drogas ou de salina, e finalizado 30 minutos apds as respectivas microinjegdes.

3.7. - Anélise dos dados e tratamento estatistico

Os valores instantaneos das freqluéncias da DOE durante todo o experimento
foram obtidos a partir de um contador de frequéncias que calculava o inverso do
periodo entre dois pulsos, e os valores individuais da freqliéncia instantanea da DOE,
desenvolvido pelo Dr. Jodo Kajiwara, e foram plotados em fungdo do tempo. Os
valores médios + erro padrédo da média (EPM) das diversas variaveis presentes nas
modula¢des da DOE produzidas pelas drogas também foram calculados e plotados em
funcdo do tempo e das concentragdes. Para analise estatistica, estes valores foram
analisados por meio de uma analise de variancia para medidas repetidas (ANOVA) e
as diferencas estatisticas foram determinadas pelo pds-teste de Tukey e Dunnett’s,
usando o programa “Sigma Stat” 2.03. Os graficos foram construidos, usando os

programas “Origin” 7 e “Corel Draw” 10.

3.8. - Avaliacédo dos padrdes esqueletomotores
O comportamento do animal antes e depois das microinje¢gdes das drogas foi
filmado por uma camera acoplada a uma placa “Pixelwiew” que tinha capacidade para

registrar 30 quadros/s.
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Os padroes esqueletomotores, reconhecidos como respostas de orientagao,
foram analisados e plotados em fungdo da sua ocorréncia e duragdo durante as

modulagdes da DOE.

3.9. - Grupos experimentais

Grupo1: Microinje¢des de bicuculina (0,245 mM) e salina (n = 6) no TeO e registro das
respostas eletro e esqueletomotoras.

Grupo 2: Microinjegdes de bicuculina (0,49 mM) e salina (n = 6) no TeO e registro das
respostas eletro e esqueletomotoras.

Grupo 3: Microinjegdes de bicuculina (0,98 mM) e salina (n = 6) no TeO e registro das
respostas eletro e esqueletomotoras.

Grupo 4: Microinjegdes de bicuculina (1,96 mM) e salina (n = 8) no TeO e registro das
respostas eletro e esqueletomotoras.

Grupo 5: Microinjegdes de bicuculina (0,98 mM), muscimol (15,35 mM) e trés minutos
apos bicuculina (0,98 mM), apenas muscimol ou salina (n = 6) no TeO, feitas de forma
alternada e em dias consecutivos e registro das respostas eletro e esqueletomotoras.
Grupo 6: Microinje¢des intramusculares de uretana (2g/Kg) e ap6s a parada dos
batimentos operculares, microinje¢ées de bicuculina (0,98 mM) (n = 6) no TeO e
registro das respostas eletromotoras.

Grupo 7: Microinjegcdes de NMDA (100 mM), AP-5 (100 mM) e salina (n = 6) no TeO
feitas de forma alternada e em dias consecutivos e registro das respostas eletro e

esqueletomotoras.
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3.10. - Procedimentos histologicos

Ao término do experimento e apds anestesiar o animal profundamente, um semi-
microeletrodo metélico de aco (Frederick Haer & CO., Bowdoinham, ME, USA) foi
aprofundado através da céanula-guia até o sitio da microinjecdo. O eletrodo estava
conectado ao anodo de uma fonte de corrente continua para a realizagcdo de uma
pequena lesdao na extremidade exposta do eletrodo o que facilitou a posterior
localizagédo do sitio da microinjecéo. A corrente empregada para a lesdo foi de 1mA,
durante 5 segundos. O eletrodo de referéncia foi colocado na cauda do animal.

O capacete de acrilico foi retirado e o animal sacrificado por anestesia profunda
(MS222: Sandoz: 0,2 g/l). A cabeca foi destacada do corpo e mergulhada em solugao
de formalina a 10%. Posteriormente, o cérebro foi retirado da caixa craniana e
submetido a processamento histoldgico. Depois de incluidos em parafina, cortados e
corados com Cresil Violeta, os cortes foram observados ao microscépio éptico (“Zeiss”)

,e 0s sitios das microinjegdes, reconhecidos.

3.11. - Determinacdo neuroanatdomica das conexdes do TeO de Gymnotus carapo
Os peixes mediam 23,4 + 2 cm e pesavam 27,7 + 2,08 g. Os cuidados com os
animais, anestesia, cirurgia e eutanasia foram feitos de acordo com as normas do
COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal) e aprovados pela Comisséo de
ética em experimentagdo animal da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sao Paulo (Processo n° 047/2003).
A amina de dextrana biotinizada (BDA; 3000 “MW?”, Molecular Probes, Eugene,
OR, USA) é um tragador neuronial de baixo peso molecular que pode ser facilmente

transportado nos sentidos retrogrado e anterogrado. Este composto enzimatico é
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constituido por uma dextrana, um polissacarideo, cujo monémero € a glicose, que se
liga a biotina, formando uma molécula que é facilmente captada pela membrana celular
e transportada.

Apods ser transportado, ligamos ao BDA o complexo Avidina Biotina conjugado a
peroxidase (kit ABC Elite Vectastain ABC, Vector Laboratories, burlingame, CA, USA).
Para a visualizacdo desse composto, realizamos uma reagdo de Oxido-reducéo,
utilizando cromogénio, cujo produto final possuia densa cor marrom escuro, tornando
visivel o sitio de inje¢cdo, os neurbnios marcados retrogradamente bem como os
campos terminais.

Os procedimentos usados desde a anestesia até a abertura da calota craniana
foram os mesmos descritos na se¢cao Anestesia do Experimento 1.

Para a injecao iontoforética, foram utilizadas micropipetas de vidro com 20-40 um
de diametro de ponta, preenchidas com a solucdo de BDA. Esta solucéo foi preparada
por diluicdo de 10 mg de BDA em 100 ul de tampéao fosfato a 0,01 M, com pH 7,4. A
solugéo foi dividida em aliquotas de 5 e 10 pl, congeladas a -70°C e descongeladas
(n&o mais que uma vez) quando necessarias.

As micropipetas foram acopladas ao micromanipulador da caixa de cirurgia ja
mencionada no Experimento 1 para serem posicionadas no local desejado. O tragador
foi injetado iontoforeticamente, durante 10 minutos, com o uso de pulsos alternados (5s
‘on” / 5s “off’) de correntes positivas de 5 pA, liberados por uma fonte, a qual estavam
conectados o eletrodo inserido no liquido da micropipeta, e o fio terra colocado sob a
pele que recobre a cabeca do animal.

Os animais foram mantidos em aquarios individuais por 5-8 dias para o transporte

do tracador. Apds este periodo, foram profundamente anestesiados por imersédo em
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solucdo de MS222 e perfundidos através do coragdo com Ringer (50 ml) seguido por
solucao de paraformoaldeido a 4 %, em tampao fosfato a 0,1 M (pH 7,4) (50 ml).

Os cérebros foram removidos da caixa craniana e armazenados no mesmo
fixador a 4 °C, por 24 horas e, posteriormente, mantidos em tampao fosfato a 0,1 M
com pH 7,4, durante 4 horas. Foram, em seguida, imersos em solu¢ao de gelatina a 18
% dissolvida em tampao fosfato a 0,1 M (pH 7,4), e mantidos a 4°C por 20 minutos.

Seccgdes frontais com espessura de 80 um foram realizadas ao vibratomo (“Vibratome
1000, Oxford, St. Louis, MO, USA”) e imersas em tampao fosfato a 0,1 M (pH 7,4).
Antes do procedimento histoquimico de revelagdo do BDA, o excesso de gelatina foi
removido por lavagem dos cortes em tampéao fosfato a 0,1 M (pH 7,4), aquecido a
35°C.

Para o processamento, os cortes foram imersos em etanol as concentracbes de
50, 70 e 50%, durante 15, 20 e 15 minutos, respectivamente, para eliminar a atividade
de peroxidases enddégenas das células sanglineas, que podiam competir com o
tracador e dificultar a analise das regides marcadas. Seguindo esse processo de pré-
clareamento, os cortes foram lavados trés vezes em tampao fosfato a 0,1 M com pH
7,4, durante 10 min e incubados em solugao ABC durante uma hora, sob agitacao, e a
temperatura ambiente.

A solugédo ABC é um complexo avidina-biotina-HRP, preparada com 100 ul de A
(avidina) e 100 pul de B (HRP biotinizada) em 10 ml de tampao fosfato a 0,1 M (pH 7,4)
e armazenada por 40 minutos. Em seguida, os cortes foram lavados trés vezes em
tampao fosfato a 0,1 M (pH 7,4), durante 10 minutos, e incubados para a visualizagéao
da peroxidase, usando como cromogénio o di-hidrocloreto de diaminobenzidina (DAB).

A incubacéo foi realizada durante 10 minutos, sob agitacdo a 4°C, em local com

pouca luminosidade, em uma solugcdo contendo DAB (50 mg), cloreto de cobalto
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(CoCly, 6H, O, 2,5 ml) e sulfato de niquel amoniacal [(NH4)2Ni(SO4)2.6H20, 2,0 ml] em
tampao fosfato a 0,1 M (pH 7, 4, 100 ml). Em seguida, agua oxigenada (H»O,) foi
adicionada a uma concentragao final de 0,001%. A reagao se conduziu por 5 a 20
minutos, dependendo da intensidade da marcacéao e foi interrompida por lavagens em
tampao fosfato a 0,1 M (pH 7,4), por pelo menos trés vezes.

Os cortes foram montados em |aminas de vidro gelatinizadas. As secg¢bes foram
contracoradas com Cresil Violeta e analisadas sob fotomicroscopio (Carl Zeiss,
Oberkochen, Germany).

A identificacdo das regides anatdbmicas do cérebro de Gymnotus carapo foi
baseada em comparagdes com estudo do cérebro de Apteronotus leptorhynchus
(MALER; SAS; ELLIS, 1991). As imagens foram captadas, utilizando-se microscépio
AXIOPHOT (Carl Zeiss) e processadas mediante o uso dos programas “Adobe

Photoshop” 5 (ajuste de brilho e contraste) e “Corel Draw 10”.
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4 — Resultados

4.1- Efeitos eletro e esqueletomotores decorrentes da interferéncia farmacolégica
em receptores GABAérgicos do TeO de Gymnotus carapo.
4.1.1- Efeitos eletromotores

Para avaliar o envolvimento dos receptores GABAa na modulagdo da DOE
foram efetuadas, nas camadas intermediarias e profundas do TeO, microinjecbes de
diferentes concentragdes do antagonista GABA,, bicuculina (0,245 mM; 0,49 mM; 0,98
mM e 1,96 mM), assim como do agonista GABAA, muscimol (15,35 mM). O mesmo
volume (0,1 pl) de salina foi microinjetado, como controle.

Grupo 1:

Microinjegdes de 0,245 mM de bicuculina ou salina (n = 6) ndo provocaram
alteracdes na frequéncia da DOE (Figura 1).

Grupo 2:

Microinjegbes de 0,49 mM de bicuculina (n = 6) induziram episodios de
aumentos na frequéncia da DOE (Figura 2) que ocorriam frequentemente (5 + 1 por
minuto) 93,7 + 17,4 s apds as microinje¢cdes e que se estendiam até 5 minutos. Este
tipo de modulacdo da DOE era caracterizado por um aumento abrupto na frequéncia
(AF) (0,47 £ 0,1 s) seguido por uma fase estacionaria (“plateau”) muito breve (0,25 +
0,03 s), durante a qual a frequéncia da descarga pelo menos dobrava (136,89 + 7,25
Hz) seu valor basal (54,18 + 2,69 Hz). Essa fase de plateau era sucedida por uma de
retorno da frequéncia para o seu valor basal (RF) (4,41 £ 0,49 s). As microinjegdes de

salina nao interferiram nos valores instantédneos da frequéncia da descarga (Fig. 2).
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Grupo 3:

Microinjegdes de 0,98 mM de bicuculina (n = 8) induziram episodios de
aumentos na frequéncia da DOE (Figura 3A e B) que ocorriam frequentemente (6,91 +
0,77 por minuto) 52,33 + 22,77 s apdés as microinje¢des, estendendo-se até 20
minutos. Este tipo de modulacdo da DOE era caracterizado por um aumento abrupto
na frequéncia (AF) (0,3 =+ 0,03 s) seguido por uma fase estacionaria (plateau) muito
breve (0,2 + 0,02 s), durante a qual a frequéncia da descarga pelo menos dobrava
(126,05 + 3,95 Hz) seu valor basal (53,15 + 0,46 Hz). Essa fase de plateau era
sucedida por uma de retorno da frequéncia para o seu valor basal (RF) (3,1 £ 0,24 s).
As microinje¢des de salina nao interferiram nos valores instantaneos da frequéncia da
descarga (Fig. 3A).

Grupo 4:

Microinjegdes de 1,96 mM de bicuculina (n = 6) induziram episodios de
aumentos na frequéncia da DOE (Figura 4A, B e C) que ocorriam com bastante
frequéncia (29,2 + 2,29 por minuto) 34,7 £ 13,50 s apdés as microinje¢cdes e
estendendo-se até 20 minutos. Apds as microinjegdes, os episodios se caracterizavam
por aumentos rapidos na frequéncia (0,35 + 0,08 s) seguidos por uma fase estacionaria
(plateau) muito breve (0, 21 £ 0,03 s) durante o qual a frequéncia da descarga pelo
menos dobrava (125,63 + 2,87 Hz) seu valor basal (57,82 + 1,77). Esta fase de plateau
era intercalada por periodos breves (2,52 £ 0,3 s) de aumentos menores na freqliéncia
(75 £ 4,6 Hz) (Figura 4A, B e C) que, dessa maneira, ndo retornava rapidamente para
seu valor basal (18,16 = 5,62 s) (Figura 4B). As microinjegdes de salina néao
interferiram nos valores instantaneos da frequéncia da descarga (Figura 4A).

Apds as microinje¢des de 1,96 mM de bicuculina, os episédios de aumentos na

freqUéncia da descarga eram mais frequentes (29,2 + 2,29) do que aqueles produzidos
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pelas concentracbes de 0,98 mM (6,91 + 0,77) e 0,49 mM (5 £ 1) (P < 0,05, ANOVA
medidas repetidas seguido pelo teste Tukey) (Figura 5A). Estes episédios ocorriam
mais rapidamente apds as microinjegdes de 1,96 mM de bicuculina (34,7 £ 13,5 s) do
que aqueles observados apos as microinje¢des de 0,49 mM (93,7 + 17,4) (P < 0,05,
ANOVA medidas repetidas seguido pelo teste Tukey) (Figura 5B). Quando cada fase
dos episddios de aumento na frequéncia da DOE produzidos pelas diferentes
concentracdes de bicuculina foram comparadas, apenas a fase de retorno para o valor
basal apds as microinjegcbes de 1,96 mM (18,16 £ 5,62 s) era estatisticamente diferente
quando comparada com aquelas produzidas pelas microinje¢cdes de 0,98 mM (3,1
0,24 s) e 0,49 mM (4,41 = 0,49) (Figura 5C) (P < 0,05, ANOVA medidas repetidas
seguido pelo teste Tukey).

Grupo 5:

As microinje¢des de 15,35 mM de muscimol 15,35 mM assim como de salina (n
= 6) nao interferiram nos valores instantaneos da freqiéncia da descarga (Figura 6A e
B). Porém o pré-tratamento com microinje¢cdes de 15,35 mM de muscimol no TeO
bloqueou os efeitos produzidos pelas microinje¢cdes de 0,98 mM de bicuculina nesta
mesma estrutura (Figura 6B).

Grupo 6:

Como nos experimentos acima a movimentacdo do animal na caixa
experimental podia gerar modulagdes nas amplitudes dos pulsos da DOE devido ao
distanciamento dos eletrodos fixos (Fig. 7A). Neste experimento os animais (n = 6)
foram anestesiados com uretana (2g/Kg) e contidos na caixa experimental. Nessas
condigdes, as microinjegcdes de 0,98 mM de bicuculina também provocaram os
aumentos na freqléncia da descarga sem modulagdes da amplitude dos pulsos da

descarga (Figura 7B).
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4.1.2- Efeitos esqueletomotores
Grupo 1:

As microinje¢des de 0,245 mM de bicuculina ou salina no TeO nao provocaram
respostas esqueletomotoras.
Grupo 2:

As microinje¢cdes de 0,49 mM de bicuculina no TeO eliciaram respostas
esqueletomotoras no decorrer das quais os animais exibiram: movimentos subitos e
bruscos de natagao para frente; movimentos do tipo sacadicos (rapidos) com a cabeca
de um lado para outro; movimentos de natacdo com a cabega um pouco inclinada para
baixo, fazendo com que a regido onde se situa a maioria dos eletrorreceptores rostrais
ficasse apontada para cima; mudancas de postura; movimentos de ondulacdes do
corpo e das nadadeiras. Essas respostas ocorriam logo apdés as microinje¢cdes da
bicuculina e persistiam até 5 minutos. Nestes experimentos, foi possivel observar que
os padrdes esqueletomotores ocorriam juntos com os aumentos na frequéncia da DOE
e em alguns dos aumentos na freqléncia da descarga analisados (n = 12), correlagdes
positivas foram encontradas entre sua duragao (AF + Plateau + RF) e a ocorréncia dos
padrdes esqueletomotores (anélise de regressao linear, r* = 0,89; P < 0,0001) (Figura
8A). Nenhuma alteragcdo esqueletomotora foi observada apds as microinjecbes de
salina.

Grupo 3:

Microinjegcbes de 0,98 mM de bicuculina eliciaram respostas esqueletomotoras
moderadas no decorrer das quais 0s animais exibiram os mesmos tipos de padrdes
esqueletomotores apresentados apds a microinjecao de 0,49 mM de bicuculina. Essas

respostas ocorriam logo apds as microinjecbes da bicuculina e persistiam até 20
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minutos. Nestes experimentos foi possivel observar que os padrdes esqueletomotores
ocorriam juntos com os aumentos na frequéncia da DOE e, em alguns dos aumentos
na frequéncia da descarga analisados (n = 22), correlagdes positivas foram
encontradas entre sua duragdo (AF + Plateau + RF) e a ocorréncia dos padrdes
esqueletomotores. Nestes experimentos, durante os aumentos mais duradouros na
freqUéncia da descarga, mais padroes motores eram realizados (analise de regressao
linear, ¥ = 0,81; P < 0,0001) (Figura 8B). Nenhuma alteragdo esqueletomotora foi
observada apo6s as microinjegdes de salina.

Grupo 4:

A microinjecdo de 1,96 mM de bicuculina no TeO também eliciou respostas
esqueletomotoras similares aqueles observados apds a microinjecdo de 0,98 mM de
bicuculina. Nestes experimentos, tais padrbes esqueletomotores ocorriam até 20
minutos apos as microinjegdes e foi possivel também encontrar uma correlagao
positiva entre a sua ocorréncia e a duracdo dos aumentos na frequéncia da DOE
(andlise de regressao linear, r* = 0,91; P < 0,0001) (Figura 8C). Nenhuma alteracéo

esqueletomotora foi observada apds as microinjegcbes de salina.

4.2- Efeitos eletro e esqueletomotores decorrentes da interferéncia farmacologica
em receptores Glutamatérgicos do TeO em Gymnotus carapo.
4.2.1- Efeitos eletromotores

Para avaliar o envolvimento dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA na
modulagao da DOE foram efetuadas, nas camadas intermediarias e profundas do TeO,
microinje¢des do agonista NMDA (100 mM) e do seu antagonista AP-5 (100 mM). O

mesmo volume (0,1 pl) de salina foi microinjetado como controle.
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Grupo 7:

Microinje¢des de 100 mM de NMDA (n = 6) induziram episddios de aumentos na
frequéncia da DOE (Figura 9A e B) que ocorriam com pouca frequéncia (1,9 £ 0,21 por
minuto) 92,61 + 21,36 s apds as microinjecdes e que se estendiam até os 5 minutos.
Este tipo de modulagao da DOE era caracterizado por uma fase longa (85,8 £ 0,02 s)
de aumentos menores na frequéncia da descarga (78,6 £ 6,2 Hz) que se mantinha num
valor mais elevado que o valor basal (68,96 + 0,27) (Figura 9A). Durante esta fase,
ocorriam aumentos maiores na frequéncia da DOE, que pelo menos dobrava (135, 13
1 19,29 Hz) seu valor basal (Figura 9B).

As microinjecdes de 100 mM de AP-5 assim como de salina nao interferiram nos

valores instantaneos da frequéncia da descarga (Figura 9A).

4.2.2- Efeitos esqueletomotores

Microinjegbes de 100 mM NMDA eliciaram poucas respostas esqueletomotoras no
decorrer da qual os animais exibiram: movimentos de natacéo, ligeira perda postural,
movimentos de ondulagbes das nadadeiras. Essas respostas ocorriam logo apos as
microinjegdes do NMDA e persistiam até 5 minutos. Durante esses experimentos, foi
possivel observar que esses padrbes esqueletomotores ocorriam juntos com os
aumentos na frequéncia da DOE e em alguns dos aumentos na frequéncia da
descarga analisados (n = 8), correlagbes positivas foram encontradas entre sua
duracéo (AF + Plateau + RF) e a ocorréncia dos padrdes esqueletomotores (analise de

2

regressao linear, r* = 0,81; P < 0,0001) (Figura 8D). Nenhuma alteragao

esqueletomotora foi observada apdés as microinjecées de 100 mM de AP-5 ou salina.
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4.3- Histologia

Neste estudo foram utilizados somente o0s peixes cujos pontos das
microinje¢gdes no TeO foram histologicamente confirmados. A figura 10 é uma
fotomicrografia de uma seccgao frontal do mesencéfalo de Gymnotus carapo mostrando

um sitio tipico da microinjecao na regidao mediodorsal do TeO, nas camadas mediais.

4.4- Determinacdo por técnica de rastreamento, das possiveis vias envolvidas
nos efeitos eletro e esqueletomotores observados apdés as microinjecdes de
bicuculina e NMDA no TeO de Gymnotus carapo.

Em oito animais, os depdsitos de BDA foram feitos por iontoforese,
unilateralmente, na margem mediodorsal do TeO em planos coincidentes com o
conjunto de fibras que compde o eTS (Figura 11A). A presenca de fibras e corpos
celulares preenchidos nas trés zonas mostra que a deposigédo do tragador abrange as
camadas contidas nas mesmas. Na SGC foi possivel observar neurénios bipolares do
tipo piramidal, assim como neurbnios monopolares do tipo piriforme com axdnios
grossos que se estendem em direcdo a SFGS (Figura 11B). Na SAC observamos
neurénios monopolares do tipo piriforme (Figura 11C) e na SPV, neurbnios
monopolares ovoides ou piriformes (Figura 11D).

Apods a aplicagdo do tragador no TeO, neurdnios retrogradamente marcados
foram observados na regido dorsocentral do telencéfalo dorsal (Dc) ipsi (Figura 12A) e
contralateral ao sitio da injecao iontoforética. Também foi possivel observar fibras
marcadas na porgao medial do quiasma optico (OC) ipisilateral (Figura 12B).

Na regiao do talamo dorsal, fibras e terminais foram observados na regiao lateral
do complexo CP/PPn ipsilateral (Figura 13A e B). Essas fibras saem do TeO, passam

pela regido medial do nucleo eletrossensorial (nE), pela borda inferior do nucleo
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pretectal e caminham numa posi¢cao medial do diencéfalo até chegarem ao complexo
pela sua borda caudo-lateral (Figura 13B).

Na regidao mais caudal do talamo dorsal, foi possivel observar neurdnios, fibras e
terminais marcados no nucleo tegmental mesencefalico rostral (RMT) bilateral (Figura
14A e B). A partir do ponto de injegao, é possivel observar fibras que deixam o TeO e
penetram na regido medial do trato tectobulbar (tTB). Ao nivel da area reticular
intersticial, essas fibras deixam este trato, contornam este nucleo pela sua borda
dorsolateral e dirigem-se horizontalmente até chegar a regido medial do RMT.

Em planos mais caudais da porcao ventrolateral do mesencéfalo, neurdnios,
fibras e terminais foram encontrados nas diversas camadas do TSd ipsilateral. As
fibras deixam o teto, passam pelos eferentes do toro semicircular (eTS), area reticular
mesencefalica lateral (LMRA) e dai penetram pela camada mais profunda do TSd (1X)
de onde ascendem em direcdo as camadas Vlll e V.

Na camada IX do TSd, foi possivel observar, além destas fibras verticais
ascendentes, neurbnios retrogradamente marcados (Figura 15A). Terminais e
neurénios também foram marcados nas camadas VIIID (Figura 15A), VIIIA e VIIIB
(Figura 15B). Na camada V do toro, véem-se apenas neurbnios marcados (Figura
15C).

No rombencéfalo, fibras, neurbnios e terminais foram marcados na regido da
coluna medial da formacgao reticular (FR), nucleo médio ipsi e contralateral (Figura 16A
e B). As fibras saem do TeO e incorporam-se ao tTB seguindo uma trajetoria lateral.
Na regiao da decussacéao do lemnisco (dLL), essas fibras ascendem em diregcdo a FR e
terminam na coluna medial. Nesta mesma regiao, fibras também foram observadas

transitando pela regido do fasciculo longitudinal medial (FLM) (Figura 16C).
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Na medula espinhal, foi possivel observar fibras na regido do funiculo ventral (fv)
contralateral (Figura 16D). Em sua trajetéria descendente, estas fibras cruzam a linha
média na altura do RMT, e, mais caudalmente, € possivel observa-las junto ao trato

espinal (tSP) por onde trafegam até chegarem na regiao lateral do fv.
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Figuras
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Figura 1. Valores instantaneos das frequéncias da DOE apds microinjegoes de 0,245 mM
de bicuculina e salina nas camadas intermediarias e profundas do TeO de Gymnotus

carapo.
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Figura 2. Um episddio caracteristico de aumento na freqiiéncia instantdnea da DOE
ap6s a microinjegao de 0,49 mM de bicuculina nas camadas intermediarias e profundas
do TeO de um exemplar de Gymnotus carapo representativodo grupo. As microinjeces
de salina nestas mesmascamadas do teto néo provocaram alteragbes na descarga.
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Figura 3 A-B. Registros dos valores instantdneos na frequéncia da DOE (Hz) num
exemplar de Gymnotus carapo representativo do grupo. A) Exemplos de episddios
sequenciais de aumentos da descarga do OE apd6s microinjegdes de 0,98 mM de
bicuculina e salina nas camadas intermediarias e profundas do TeO. B) Exemplo de um
episddio expandido temporalmente para mostrar os componentes da resposta:
aumento abrupto na freqiiéncia da DOE (AF) seguido por uma fase estacionaria na qual
afreqiéncia da DOE pelo menos dobra seu valor basal (“plateau”) e uma fase de retorno
gradual da freqiiéncia para o valor basal (RF).
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Figura 4 A-C. Registros dos valores instantdneos na freqiéncia da DOE (Hz) num
exemplar de Gymnotus carapo representativo do grupo. A) Variacdo temporal dos
valores instantaneos das frequéncias da descarga apds microinjegdes de 1,96 mM de
bicuculina e salina nas camadas intermedidrias e profundas do TeO. B) Dois episédios
caracteristicos dosaumentosnafrequéncia da DOE apés microinje¢gdes de bicuculina no
TeO. C) Variagao temporal dos valores instantaneos das freqiiéncias da descarga apo6s
microinje¢des de bicuculina no TeO. Nestes graficos é possivel observar que a fase de
plateau é intercalada por periodos breves de aumentos menores na freqiiéncia da DOE
que destamaneira ndo retorna rapidamente para seu valor basal.
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Figura5. A-C. Alteragdes na DOE causadas pela microinje¢do de 3 concentragbes de
bicuculina (0,49 mM; 0,98 mM e 1,96 mM) nas camadas intermediarias e profundas do
TeO de Gymnotus carapo. A) NiUmero médio de episédios de aumentos na freqliiéncia
da DOE no periodo de 1 min. B) Laténcia média (em segundos) para a ocorréncia do
primeiro episddio de aumentos na frequéncia da DOE . C) Tempo médio para o retorno
(em segundos) da frequéncia ao valor basal. (#) valores estatisticamente significantes
quando comparados com a salina (P < 0,05, ANOVA medidas repetidas seguido pelo
teste Dunnett’s). (*) valores estatisticamente significantes quando comparados com
aqueles produzidos por 1,96 mM (P < 0,05, ANOVA medidas repetidas seguido pelo

teste Tukey). As barras verticais representam o Erro Padrao da Média (EPM).
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Figura 6 A-B. Registros dos valores instantaneos na freqiiéncia da DOE (Hz) num
exemplar de Gymnotus carapo representativo do grupo. A) Variagdo temporal dos
valores instantaneos das frequiéncias da descarga apés microinjegdes de 0,98 mM de
bicuculina e salina nas camadas intermediarias e profundas do TeO. B) Variacdo
temporal dos valores instantdneos das freqiiéncias da descarga apds microinjegdes de
0,98 mM de bicuculina, muscimol (15,35 mM) e bicuculina apds o pré-tratamento com

muscimol nas camadasintermediarias e profundasdo TeO.
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Figura 8 A-C. Duracao total dos episédios de aumentos na freqiéncia da DOE plotados
em fungdo do numero de padrbes esqueletomotores apds as microinje¢cées de drogas
nas camadas intermediarias e profundas do TeO. A) Microinjecées de 0,49 mM de
bicuculina. B) Microinje¢des de 0,98 mM de bicuculina. C) Microinjegdes de 1,96 mM de
bicuculina. D) Microinje¢cbes de 100 mM de NMDA. Entre os aumentos analisados foi
possivel encontrar uma correlagéo positiva entre a duragéo dos aumentos na freqiiéncia
da DOEe aocorréncia dos padroes esqueletomotores. R*=emA,0,81emB,0,91emCe

0,81 emD.P<0,0001.
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Figura 9. A-B. Variagdes instantaneas na freqiiéncia da DOE (Hz) num exemplar de
Gymnotus carapo representativo do grupo. A) Variagdo temporal dos valores
instantaneos das frequénciasda DOE apds microinjegdes de 100 mM de NMDA, 100 mM
de AP-5 nas camadas intermediarias e profundas do TeO. B) Um episddio caracteristico
de um aumento nafreqiéncia da DOE apds a microinjegdo de NMDAnNno TeO.




Figura 10. Fotomicrografia de uma secgédo frontal do mesencéfalo de um peixe
representativo do grupo mostrando a localizagéo da lesao eletrolitica indicativa do sitio da

microinjecao no TeO (seta). Escala=500um. .
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Figura 11. A) Deposicdo unilateral de dextrana amina biotinizada (BDA) (seta) na
margem mediodorsal do teto dptico (TeO) num plano coincidente com o conjunto de
fibras que compde os eferentes do toro semicircular (e TS). B) Diferentes tipos neuroniais
marcados na camada SGC do TeO. C) Diferentes tipos neuroniais marcados nas
camadas SGC, SAC e SPV do TeO. . D) Maior ampliagdo de C mostrando os neurdnios
marcados na camada SPvdo TeO. Barras = 150 um emA, 50 umem B, 100 ymem Ce
25 uymemD.
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Figura 12. A) Neurbnio (seta) retrogradamente marcado na regidao dorsocentral do

telencéfalo dorsal (Dc) ipsilateral apds o depdsito do tragadorno TeO . B) Fibras (pontas
de setas) marcadas na regidao medial do quiasma 6ptico (OC) ap6és o depdsito do BDAno

TeOipsilateral. Barras =50 ymem AeB.
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Figura 13. Fibras (pontas de setas) e terminais (pontas de setas abertas) marcados na
regido lateral do complexo CP/PPn ipsilateral apds o deposito do tragadorno TeO. A) Fibras
(pontas de setas) e terminais (pontas de setas abertas) marcados na regido rostral do
complexo CP/PPn, onde se encontra o CP. B) Fibras (pontas de setas) e terminais (pontas
de setas abertas) marcados na regido caudal do complexo, onde se encontra o PPn. Barra =

25 umem AeB.
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Figura 14. A) Neurbnios (setas) e fibras (pontas de setas) marcados na regido medial do
nucleo tegmental mesencefélico rostral (RMT) contralateral apés o depdsito do BDA no
TeO. B) Varicosidades sugerindo botdes terminais (pontas de setas abertas) na regiao

medial do RMT contralateral apés o depésito doBDANno TeO. Barras =25 um emAeB.
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Figura 15. Neurbnios (setas) e terminais (pontas de setas abertas) marcados no toro
semicircular dorsal (TSd) ipsilateral apds o depdsito do BDA no TeO. A) Neurdnios (setas),
fibras (pontas de setas) e terminais (pontas de setas abertas) marcados nas camadas VIIID
e IX. B) Neurbnios (setas) e terminais (pontas de setas abertas) marcados nas camadas
VIllAe VIIIB. C) Neurdnios (setas) retrogradamente marcados na camada V. Barras =50 um

emA,BeC.
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Figura 16. A) Neurdnios (setas) e varicosidade (ponta de seta aberta) marcados na regidao
da coluna medial da formagéo reticular (FR) ipsilateral, nicleo médio apés o depdsito do
BDA no TeO. B) Varicosidades (pontas de setas abertas) marcadas na regido da coluna
medial da FR contralateral apds o depdsito do tragador no TeO. C) Neurdnio (seta) e fibras
(pontade seta) marcados nacolunamedial da FR ipsilateral apds odepdsitodo BDA no TeO.
Neste corte é possivel observar também fibras marcadas no fasciculo longitudinal medial
(FLM). D) Fibras (ponta de seta) marcadas na regido do funiculo ventral (fv) ipsilateral da
medula espinhal apés o depésito do tragadorno TeO. Barras=20 ymem A, 15umem B, 20

pmemCe15umemD.
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Figura 16. A) Neurdnios (setas) e varicosidade (ponta de seta aberta) marcados na regido
da coluna medial da formagéo reticular (FR) ipsilateral, ndcleo médio apds o depésito do
BDA no TeO. B) Varicosidades (pontas de setas abertas) marcadas na regido da coluna
medial da FR contralateral apds o depdsito do tragador no TeO. C) Neurénio (seta) e fibras
(pontade seta) marcados nacolunamedial da FR ipsilateral apds o depdsitodo BDA no TeO.
Neste corte é possivel observar também fibras marcadas no fasciculo longitudinal medial
(FLM). D) Fibras (ponta de seta) marcadas na regido do funiculo ventral (fv) ipsilateral da
medula espinhal apds o depésito do tragadorno TeO. Barras=20 ymem A, 15umem B, 20

pmemCe15umemD.
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5 — Discussao

5.1. - Efeitos eletromotores decorrentes da interferéncia farmacolégica em
receptores GABAérgicos do TeO de Gymnotus carapo.

Nossos dados demonstraram que as microinjegdes de bicuculina, antagonista
GABAérgico, nas camadas intermediarias e profundas do TeO provocaram alteragdes
na frequéncia da DOE, assim como respostas esqueletomotoras. A maior
concentragado de bicuculina (1,96 mM) provocou episédios de aumentos abruptos na
freqUéncia da descarga, seguidos por uma fase estacionaria (“plateau”) muito curta, na
qual a frequéncia pelo menos dobrava seu valor basal. Esta fase de “plateau” era
intercalada por episédios breves de aumentos menores na frequéncia da DOE. Nestes
experimentos, as modulagbes da descarga ocorriam junto com as respostas
esqueletomotores, agrupadas em padroes que simulavam o comportamento natural do
animal.

As microinjecdes de 0,98 mM e 0,49 mM de bicuculina produziram alteragdes
semelhantes da DOE, sem os episoédios de aumentos menores na freqiéncia durante a
fase de “plateau”. Correlagbes positivas entre as modulagdes da descarga e a
ocorréncia dos padrbes esqueletomotores também foram observadas com estas
concentracdes de bicuculina.

As microinjegdes prévias (pré-tratamento) de 15,35 mM de muscimol, agonista

GABAérgico, nestas mesmas camadas do TeO foram capazes de bloquear os
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aumentos na frequéncia da DOE e os padroes esqueletomotores observados apds as
microinje¢des de 0,98 mM de bicuculina neste mesmo sitio.

Nossos dados também mostraram que apds as microinjegdes das diferentes
concentracdes de bicuculina no TeO além das modulacdes na frequéncia da DOE
ocorriam alteragdes na amplitude dos pulsos que compunham a descarga. Porém, nos
animais anestesiados e contidos na caixa experimental, os aumentos na frequéncia da
descarga observados apdés as microinjegcdes de 0,98 mM de bicuculina ndo eram
acompanhados por modulagdes na amplitude da DOE e que, portanto, as variagcdes
observadas na amplitude dos pulsos nos animais ndo anestesiados estao relacionadas
com a posigao relativa do animal com o eletrodo de registro.

A microinjecéo de bicuculina 0,245 mM, assim como do agonista muscimol ou
salina ndo alteraram nem a DOE nem o comportamento.

Os aumentos na frequéncia da descarga induzidos pela maior concentragao de
bicuculina (1,96 mM) eram mais freqientes e mais duradouros do que aqueles
produzidos pelas concentracdes de 0,98 mM e 0,49 mM. Também foi possivel observar
que, com a maior concentragao de bicuculina, a laténcia da resposta do OE (aumentos
na frequéncia) era menor do que aquelas observadas apds as microinjecdes de 0,98
mM e 0,49 mM. Ocorreu, pois um aumento da magnitude da resposta (aumento da
frequéncia e diminuigdo da laténcia) em fungdo do aumento da concentragao da droga,
sugerindo a especificidade da atuagdo GABAérgica. Podemos aventar que, devido ao
fato da bicuculina ser um antagonista competitivo que se liga aos receptores GABA,, 0
aumento da concentracado podia competir mais eficientemente para um numero fixo de
receptores.

Observamos, ademais, que as microinjegcdes de NMDA (100 mM) nas camadas

intermediarias e profundas do TeO provocaram aumentos na freqléncia da DOE e
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respostas esqueletomotoras similares aqueles observados apds a microinje¢cao da
maior concentracdo de bicuculina no teto. Os aumentos na frequéncia da DOE
decorrentes da microinjecdo de NMDA eram menores e 0s episddios, mais breves.
Aventamos que tais resultados sejam decorrentes da prépria cinética dos receptores
glutamatérgicos do tipo NMDA, cuja ativacdo depende da ligacdo simultanea de dois
agonistas, o glutamato produzido pelas vesiculas sinapticas e, a glicina, do fluido
extra-sinaptico (ASCHER, 1987; KLECKNER; DINGLEDINE, 1988), assim como de
um potencial de membrana despolarizado devido ao bloqueio exercido pelo magnésio
extracelular (MACDONALD; WOJTOWICZ, 1982; NOWAK et al., 1984).

Estes episddios de aumentos na frequéncia da DOE observados apds as
diferentes concentragdes de bicuculina ou NMDA no TeO sao bastante parecidos com
os aumentos na freqliéncia da descarga observados durante a resposta de novidade
(RN), que pode ser considerada uma resposta de orientagdo a um estimulo novo
(CORREA; HOFFMANN, 1998; CORREA; PEREIRA; HOFFMANN, 1998; POST; VON
DER EMDE, 1999; DUARTE et al.,, 2006A). Em Gnathonemus petersii, uma espécie
africana de peixe elétrico de campo fraco, a magnitude dos parametros da RN como
sua duracdo, amplitude maxima e laténcia dependem da intensidade do estimulo: se
esta é alta, a resposta ocorre mais rapidamente, apresenta maior amplitude e duragao
longa que estimulos menos intensos (POST; VON DER EMDE, 1999). Nos nossos
resultados, este efeito também foi observado: a dose maior de bicuculina produziu
laténcia menor para a ocorréncia dos episodios de aumentos na frequéncia da DOE, os
quais eram mais freqlientes e duradouros do que aqueles produzidos pelas doses
menores de bicuculina.

Como nos nossos resultados foi possivel observar que as diferentes

concentragbes de bicuculina ou 100 mM de NMDA provocavam aumentos na
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frequéncia da descarga sem modulagdes da amplitude dos pulsos da DOE, aventamos
que tais respostas também podem ser evocadas durante a eletrolocalizacdo ativa
destes animais. Este sistema consiste na deteccdo de objetos por meio da
sensibilidade a distor¢gdes do campo elétrico gerado pela propria descarga do érgéao
elétrico do peixe (LISMANN; MACHIN, 1958). Na eletrolocalizagao ativa, a corrente da
descarga do 6rgao elétrico flui sucessivamente através da pele do animal, passa pela
agua que o circunda, volta através da sua pele e € percebida pelos eletrorreceptores,
localizados em poros que se abrem na superficie do corpo do animal. Tais
eletrorreceptores agem como monitores das intensidades locais dos fluxos de
correntes elétricas transcutaneas, gerados pela DOE. Objetos com condutividade
elétrica diferente da condutividade da agua e préximos aos animais podem alterar
estes fluxos de correntes e estas mudangas locais representam suas "imagens
elétricas" (HEILIGENBERG, 1975;). Objetos puramente resistivos provocam alteragdes
apenas na amplitude do pulso da descarga gerada, ja os objetos com componentes
capacitivos e resistivos (i.e., impedancia complexa), como a maioria dos objetos vivos,
provocam alteragcdes tanto na amplitude quanto na forma da DOE gerada (VON DER
EMDE; BLECKMANN, 1992).

LISMANN e MACHIN (1958) demonstraram que a amplitude dos pulsos que
compdem a DOE local aumenta ou diminui conforme os objetos possuem impedancias
baixas ou altas, respectivamente. Como a impedancia do objeto pode ser calculada a
partir da formula, Z = R + 1/21fC, onde Z é a impedancia, R é a resisténcia, f é a
frequéncia da DOE e C a capacitancia, os peixes utilizam modulagdes na freqiéncia da
DOE a fim de detectar a impedancia de um objeto. Dessa maneira, animais, cuja
frequéncia da DOE é alta, podem detectar impedancias menores do que aqueles

animais que emitem sinais de baixa frequéncia (MEYER, 1982). Neste contexto,
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modulagdes na frequéncia da DOE podem melhorar a identificagdo e a localizagao dos
objetos encontrados. Nao obstante, tais mudangas na frequéncia da descarga séo
percebidas pelas estruturas centrais que podem, assim, ajustar o modo como
respondem as informagdes adquiridas. Tais estruturas envolvem o lobo eletrosensorial
da linha lateral (ELL), uma estrutura rombencefalica que mantém o mapa somatotépico
da superficie corporea eletrorreceptiva e o TSd que recebe as informacdes do ELL e
envia-as para o nE e TeO.

MEYER (1982) também demonstrou que os peixes elétricos de campo fraco da
ordem dos Mormyriformes respondem aos estimulos com componentes capacitivos,
resistivos ou com ambos os elementos com aumentos na frequéncia da DOE (resposta
de novidade). Tais respostas apresentam longa duragdo (>100 ms) e séo
acompanhadas por aumentos na atividade locomotora.

Estudos anteriores j4 demonstraram que nos peixes elétricos de campo fraco
aumentos na frequéncia da DOE, os quais ocorrem em resposta a apresentacao de
estimulos novos, podem ser provocados pela estimulacdo da subdivisdo G do
complexo diencefalico CP/PPn cujas projegbes liberam glutamato que se liga aos
receptores NMDA das células marcapasso do Pn localizado no rombencéfalo
(KAWASAKI; HEILIGENBERG, 1988; 1990). Em Apteronotus leptorhynchus o
substrato neuronial dos aumentos graduais na frequéncia da DOE envolve a
participacédo do nucleo diencefalico nE, o qual age como uma interface sensério motora
entre o sistema eletrosensorial e motor, do nucleo mesencefalico subleminiscal pré-
marcapasso (SPPn), que tem um importante papel no controle das modulagdes da
DOE via proje¢des para o Pn, cujas células relé estdo envolvidas em aumentos na
frequéncia da DOE. Normalmente, as células do SPPn estdao sob a inibicao ténica

GABAérgica proveniente da por¢ao dorsal do nE; porém, em determinadas situagdes
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comportamentais, os neurdnios desta por¢ao do nE deixam de inibir o SPPn que, por
sua vez, envia proje¢des que liberam glutamato nas células relé do Pn, ativando seus
receptores do tipo NMDA, promovendo assim, os aumentos na frequéncia da DOE
(HEILIGENBERG et al., 1996). As caracteristicas dessas modulagées sdo bastante
parecidas com os aumentos na freqUéncia da DOE observados nos nossos
experimentos e como o teto ndo possui conexao direta com o nE, aventamos que a
sua conexdo com o TSd possa estar envolvida nestas modulagdes, ja que este

aferenta o nE (DUARTE et al., 2006).

5.2. — Possiveis substratos neurais envolvidos nos efeitos eletromotores
decorrentes da interferéncia farmacoldgica em receptores GABAérgicos do TeO
de Gymnotus carapo.

Sugerimos possiveis substratos neurais que podem estar envolvidos nas
modulag¢des da DOE observadas nos nossos experimentos com Gymnotus carapo. Um
possivel substrato envolveria a conexdo direta entre o TeO e o CP/PPn. As
modulagdes da DOE decorreriam do bloqueio de receptores GABAA de interneurbnios
das camadas intermediarias do TeO, que mantém uma atuacgao inibitéria tdnica sobre
0s neurdnios excitatérios das camadas tectais mais profundas que se projetam para o
CP/PPn. A retirada da influéncia GABAérgica ou a ativagdo dos receptores NMDA
desses neurbnios tectais levaria a excitacdo dos neurbnios da porcao lateral do
complexo CP/PPn. Sugerimos que a ativagado desta por¢gdo do complexo causa a
ativagcdo dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA das células marcapasso
provocando um aumento na frequéncia da descarga (Fig.17A), como acontece em
Hypopomus e Eigenmannia (KENNEDY; HEILIGENBERG, 1994; KAWASAKI;

HEILIGENBERG, 1990).
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Figura 17A. Diagrama do proposto substrato neural e neuroquimico envolvido nas
respostas eletromotoras observadas apdés as microinjecdes das diferentes
concentragdes de bicuculina (0,49 mM; 0.98 mM e 1,96 mM) ou NMDA (100 mM) no
TeO de Gymnotus carapo. Este modelo é baseado nos achados funcionais e
neuroanatdmicos deste trabalho (*) e de outros autores (1 — KENNEDY;
HEILIGENBERG,1994).

Outro substrato envolveria a conexao bidirecional entre o TeO e o TSd. Em
Eigenmannia, neurénios multipolares do TeO, mais precisamente da camada SAC,
enviam projecdes para os neurdnios da camada VIII do TSd que estdo envolvidos nas

modulag¢des da DOE (ROSE; HEILIGENBERG, 1985). Aventamos a hipétese de que a
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retirada gradual ou brusca da influéncia GABAérgica ou a ativagao dos receptores
NMDA dos neurbnios tectais excitatorios das camadas profundas do TeO levaria a
excitagdo dos neurbnios da camada VIIl do TSd. Em Gymnotus carapo, a conexao
direta entre os neurdnios desta camada do TSd e o nE ja foi demonstrada em trabalho
anterior de nosso grupo (DUARTE et al.; 2006) e aventamos a possibilidade de que do
nE as informagdes seguem a mesma rota descrita para os aumentos graduais da
frequéncia (Fig. 17B) descrito em Apteronotus leptorhynchus (HEILIGENBERG et al.,

1996).

O Terminal GABAérgico
ATerminal Glutamatérgico
O Receptor GABA,

\J Receptor NMDA

> ( Conex3o bidirecional

Neurbnios eletromotores

Figura 17B. Diagrama do proposto substrato neural e neuroquimico envolvido nas
respostas eletromotoras observadas apdés as microinjecdes das diferentes
concentragdes de bicuculina (0,49 mM; 0.98 mM e 1,96 mM) ou NMDA (100 mM) no

TeO de Gymnotus carapo. Este modelo é baseado nos achados funcionais e
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neuroanatdmicos deste trabalho (*), resultados anteriores deste laboratério (#) e de
outros autores (2 —HEILIGENBERG et al., 1996).

Nossos achados neuroanatdmicos corroboram os fisiolégicos, fornecendo
evidéncias para os substratos propostos. Apdés deposicdo do BDA nas camadas
intermediarias e profundas do TeO, as quais abragem a SAC, SGC e SFGC, fibras
varicosas foram marcadas na porc¢ao lateral do complexo CP/PPn e na camada VIII do

TSd.

5.3. — Possiveis substratos neurais envolvidos na modulacdo dos processos
atencionais de Gymnotus carapo.

Nossos resultados anatdmicos também mostraram que o TeO recebe aferéncias
da regidao dorsocentral do telencéfalo dorsal (Dc) que, além de centro de convergéncia
de outras regides paliais, é a principal fonte de eferéncias telencefalicas para regides
mais caudais do SNC (CORREA; GRANT; HOFFMANN, 1998). Estudos anteriores
realizados em nosso laboratério ja4 demonstraram que estimulos luminosos
provocavam aumentos na frequéncia da DOE de Gymnotus carapo e que apos lesdes
em Dc, estes animais ndo apresentavam essa resposta (SANTANA, 2002).

As conexdes entre Dc e o TeO observadas nos nossos resultados podem estar
envolvidas na modulagdo, mas ndo na geragao, dos processos atencionais
desencadeados por estimulos novos. Sugerimos que os episédios de aumentos na
frequéncia da DOE apresentados apds a maior concentragao de bicuculina (1,96 mM)
ou NMDA (100 mM) no TeO podem estar envolvidos com a atengcédo. Sugerimos que
quando este sistema de controle da atencido torna-se ativo, uma rede complexa é
acionada, envolvendo a participacdo de areas telencefalicas, como acontece nos

mamiferos. Nestes, estimulos novos ou inesperados recrutam sistemas corticais
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glutamatérgicos envolvidos com a atengao, e essa ativagado pode acontecer tanto por
interferéncia dos sistemas serotonérgico, dopaminérgico, quanto do colinérgico
(FADEL et al., 1998; SARTER; BRUNO, 2000).

Nos mamiferos, o CS também esta associado a atengcédo espacial ja que é
responsavel pelo controle da iniciagdo dos movimentos sacadicos dos olhos em
diregdo a um objeto que atraiu a atengéo do animal (WURTZ; ALBANO, 1980; DEAN
et al., 1989), assim como pela fixagdo dos olhos num ponto que permite que a
imagem do mesmo incida sobre a parte da retina com maior acuidade. Geralmente,
os movimentos sacadicos dos olhos acompanham deslocamentos da atencdo, de
modo que os alvos localizados na fovea recebam processamento maximo. Em gatos
€ macacos, déficits na atencdo foram observados apds lesbes das camadas
intermediarias e profundas do CS (HARDY; STEIN, 1988; BERSON; MCILWAIN,
1983). Estudos realizados em macacos despertos, enquanto estes examinavam uma
tela, demonstraram que as células do coliculo superior aumentavam sua taxa de
disparos quando o animal era ensinado a prestar atengdo em local - alvo (KURTZ;
BUTTER, 1980; MACKWORTH; BAGSHAW, PRIBRAM, 1970; MESULAM et al.,
1977). BERGER; POSNER (2000) também demonstraram déficits no deslocamento
da atencao aos alvos sugeridos nos pacientes portadores de doencas degenerativas
que afetam as estruturas mesencefalicas, principalmente o coliculo superior. Nos
pacientes com lesdes envolvendo o CS, uma prolongada laténcia nos movimentos
sacadicos dos olhos era observada devido a um defeito no desacoplamento da
atengcao visual do objeto de interesse (PIERROT-DESEILLIGNY et al., 1991).
Embora os estudos anteriores indiquem a participagao do CS no deslocamento da

atencao utilizado nos movimentos sacadicos dos olhos, o CS também participa nos



59

processos atencionais na auséncia dos movimentos dos olhos (ROBINSON;
KERTZMAN; 1995).

Em ratos estudos ja demonstraram que sinais visuais relevantes ativam a
projecao tectonigral produzindo a excitacdo dos neurdnios dopaminérgicos da SNr e
que esta ativagao esta relacionada com processos pré-atencionais (COMOLI et al.,
2003). A atividade destes neurdnios dopaminérgicos representa um componente
essencial nos processos de atencao e selecdo dos comportamentos apropriados aos
estimulos inesperados e importantes e esta resposta € um pré-requisito crucial para a
aprendizagem associativa e parte de uma resposta geral de laténcia bastante curta que
prepara O organismo para uma reacgado apropriada ao evento biologicamente
significante (REDGRAVE; PRESCOTT; GURNEY, 1999).

Nos peixes elétricos, a atengédo pode ser associada aos aumentos prolongados
na frequéncia da DOE observados quando estes animais estdo ativos, perturbados ou
de outro modo excitados (BRAUN, comunicagdo pessoal). Como cada DOE
proporciona informag¢des sobre o ambiente (eletrolocalizagdo ativa), um aumento na
freqUéncia da descarga reflete um aumento no fluxo de informagdes sensoriais para o
peixe que pode assim, processar qual estimulo sera analisado em detalhes e qual sera
levado em consideragdo para guiar seus comportamentos. Em Steatogenys sp.
aumentos prolongados da DOE podem ser observados durante a noite, quando esses
animais estdo explorando o meio e sao mais frequentes durante a exploracdo de
ambientes novos. Nessa ocasiao, a frequéncia da DOE eleva-se instantaneamente e
se mantém alta durante todo o periodo ativo do animal (BRAUN et al., 2007).

Hipotetizamos que nos peixes, as informagdes processadas pelas camadas
tectais profundas sejam enviadas para o TSd que, por sua vez, conecta-se com o

nE. Sugerimos que a ativagdo do nE produza a ativagdo do nucleo préglomerular,
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conectado reciprocamente com Dc (DUARTE et al., dados nao publicados) que por
sua vez envia proje¢oes para o TeO. A partir desta estrutura as informag¢des podem

sequir as rotas ja descritas para os aumentos na frequéncia da DOE (Fig. 17C).

O Terminal GABAérgico
ATerminal Glutamatérgico
O Receptor GABA,

U Receptor NMDA

H Conexao bidirecional

Neurbnioseletromotores

Figura 17C. Diagrama dos propostos substratos neurais e neuroquimicos envolvidos
nas respostas eletromotoras observadas apds as microinjegcbes das diferentes
concentragdes de bicuculina (0,49 mM; 0.98 mM e 1,96 mM) ou NMDA (100 mM) no
TeO de Gymnotus carapo. Este modelo é baseado nos achados funcionais e
neuroanatdmicos deste trabalho (*), resultados anteriores deste laboratério (#) e de
outros autores (1 — KENNEDY; HEILIGENBERG, 1994; 2 —HEILIGENBERG et al.,

1996).
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5.4. — Efeitos esqueletomotores decorrentes da interferéncia farmacolégica em
receptores GABAérgicos do TeO de Gymnotus carapo.

As microinjegcbes de bicuculina no TeO de Gymnotus carapo além das
modula¢des da DOE, induziram respostas motoras cujos componentes podem ser
descritos como integrantes do comportamento de orientagdo que ocorre durante a
eletrolocalizag&do ativa, principalmente durante a exploracdo de ambientes e objetos
novos. Como o érgao elétrico esta localizado ao longo do tronco e da cauda destes
animais,, qualquer movimento desta parte do corpo provoca alteragdes nas
caracteristicas das imagens elétricas causadas pelos objetos proximos ao peixe. Nos
nossos resultados observamos que os animais nadavam com a cabeca um pouco
inclinada para baixo, fazendo com que a regido onde se situa a maioria dos
eletrorreceptores rostrais ficasse apontada para cima e realizavam movimentos rapidos
com a cabega de um lado para o outro. Estudos anteriores ja demonstraram que em
Gymnotus carapo existem duas regides denominadas de févea e parafévea,
localizadas logo abaixo e acima do nariz, que sao ricas em eletrorreceptores cujas
informagdes sdo enviadas para uma larga area do ELL, uma regiao responsavel pelo
primeiro processamento das informacdes eletrosensoriais assim como para o TSd,
para onde o ELL se projeta. Em Gnathonemus petersii experimentos comportamentais
demonstraram que estas duas regides possuem fungdes importantes durante a
eletrolocalizagao ativa dos objetos novos e quando estes animais aproximam-se de tais
objetos, os eletrorreceptores da regido nasal séo os primeiros a serem influenciados
(VON DER EMDE; SCHWARZ, 2002).

Também, as alteragbes na postura e os movimentos de natagcdo para tras,
observadas apdés as microinjecdes, podem ser considerados estratégias

comportamentais de orientagcdo: como existe uma parcela de eletrorreceptores
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localizada na regido dorsal do animal, tais alteragdes da postura podem reposicionar o
corpo e assim facilitar a localizacdo de objetos desconhecidos (HEILIGENBERG, 1973;
LANNOO; LANNOO, 1993; HOPKINS et al., 1997; NANJAPPA; BRAND; LANNOO,
2000).

O aparecimento de terminais na FR, no nucleo RMT e na medula espinal, apds
o depdsito de BDA no TeO (camadas SGC e SAC), indica que varias vias podem estar
envolvidas no controle das respostas motoras observadas apds as microinje¢cdoes das
diferentes concentracdes de bicuculina ou 100 mM de NMDA no TeO. A partir do TeO,
as respostas motoras podem alcancar a medula espinhal diretamente pela via
tetoespinhal ou indiretamente pelas vias tetorreticular e tetotegmental. Em
Eigenmannia, conexdes reciprocas entre o TeO e a FR ja foram identificadas e estas
conexdes acontecem com neurdnios situados na coluna média da FR, de onde partem
as vias descendentes para a medula espinal. Também em Eigenmannia a estimulagéo
elétrica dessa coluna induz diferentes tipos de respostas esqueletomotoras, tais como
movimentos da musculatura do tronco e da nadadeira, ocasionando os movimentos de
natacao para frente ou para tras (BEHREND; DONICHT, 1990).

Nos mamiferos, as fungbes das projecbes tectais descendentes ja foram
extensivamente investigadas (ELLARD; GOODALE, 1986; SPARKS; JAY, 1986; DEAN
et al., 1988; KEAY et al.,, 1990). As vias descendentes ipsi e contralaterais estédo
envolvidas em varias fungdes visuomotoras, estando as primeiras envolvidas com os
movimentos de esquiva aos obstaculos e objetos aversivos, e as contralaterais com os
movimentos de aproximacgao e orientagao em diregcdo aos objetos novos ou desejados
(DEAN et al., 1986; 1988; KEAY et al., 1990). Essas fun¢des sao mediadas via as
conexdes com o0s centros pré-motores do mesencéfalo e rombencéfalo (KUYPERS;

MAISKY, 1975), assim como diretamente com a medula espinal. Assim, essas vias
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descendentes representam distintos canais de saida, que estdo sujeitas a diversas
influéncias de diferentes areas do sistema nervoso central e medeiam respostas
distintas a um estimulo novo.

Observamos também neurdnios retrogradamente marcados nos nucleos RMT, e
FR. Resultados similares foram vistos em Carassius (PEREZ-PEREZ et al. 2003) e foi
proposto que esses neurdnios participariam de circuitos de retroalimentacao
tetorreticulares. Esses circuitos poderiam estar envolvidos no calculo das diferencgas
entre as amplitudes desejadas e aquelas realmente executadas dos movimentos
sacadicos e codificar um sinal motor que guiasse os movimentos dos olhos para seu
alvo e estes sinais de retroalimentagdo que chegam ao teto poderiam exercer, pelo
menos em parte, uma influéncia inibitéria (APPELL; BEHAN 1990; CORVISIER;
HARDY 1991). Também nos peixes elétricos, essas projegdes reticulotectais poderiam
funcionar como um sistema capaz de ajustar os padrées motores executados pelo
TeO, assim como sugere a participagdo da FR na modulagdo dos comandos tectais ja
que esta ultima recebe informagdes sensorias provenientes da medula (EWERT et al.

1990).
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9 - Conclusdes

As microinjegbes de bicuculina ou NMDA nas camadas intermediarias e
profundas do TeO de Gymnotus carapo provocaram episédios de aumentos
abruptos na frequéncia da descarga e respostas esqueletomotoras.

Estes episddios de aumentos na frequéncia da descarga do 6rgao elétrico sao
bastante parecidos com os aumentos na frequéncia da descarga observados
durante a resposta de novidade, que pode ser considerada uma resposta de
orientacdo a um estimulo novo.

Como os aumentos na frequéncia da descarga observados apods as
microinje¢des de bicuculina nas camadas intermediarias e profundas do TeO
nao sao acompanhados por modulagdes da amplitude dos pulsos da descarga,
sugerimos que tais respostas também podem ser evocadas durante a
eletrolocalizagao ativa destes animais.

A conexéo direta entre o TeO e o CP/PPn, ou a conexao bidirecional entre o
TeO e o TSd podem estar envolvidas nas modulagées da DOE observadas nos
nossos experimentos com Gymnotus carapo.

Os episddios de aumentos na frequéncia da DOE apresentados apds a maior
concentragao de bicuculina (1,96 mM) ou NMDA no TeO podem ser associados
com a atengdo, e a conexdo entre Dc e o TeO pode estar envolvida na
modulagao dos processos atencionais desencadeados por estimulos novos.

A partir do TeO as respostas esqueletomotoras apresentadas apos as
microinje¢cdes de bicuculina ou NMDA podem alcangcar a medula espinal
diretamente pela via tetoespinhal ou indiretamente pelas vias tetorreticular e

tetotegmental.
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Substanciados nos resultados funcionais e anatomicos deste trabalho,
propomos que o TeO de Gymnotus carapo participe da producdo de
mecanismos neuronais responsaveis pela producdo e/ou modulacido dos
padrbes eletromotores e esqueletomotores ligados ao comportamento de

orientagao e atengao.
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11- Apéndices

Tabelas

Tabela -1: Dados individuais e médios dos parametros analisados dos aumentos na

frequéncia da descarga do 6rgao elétrico (DOE) apos a microinjecéo de 0,49 mM de

bicuculina no teto 6ptico (TeO) de Gymnotus carapo. EPM = erro padrdo da média.

Evento (s) AF (s) Plateau (s) | RF(s) | TT (s) | MAF (Hz) | FB (Hz)
31,17 - 39,76 0,3 0,15 8,13 8,58 | 111,11 49,47
49,97 - 53,61 1,47 0,18 3,84 3,62 | 112,35 49,47
54,44 - 59,32 0,8 0,24 1,97 4,8 120,48 49 47
65,45 - 71,95 0,25 0,32 5,91 6,48 | 116,95 49,47
97,39 - 100,24 0,25 0,3 2,25 2,8 128,2 49,47
98,87 - 104,11 0,34 0,17 4,73 524 |161,29 63,67
111,59 - 116,07 | 0,32 0,3 3,85 447 108,69 49,47
113,15-119,3 0,24 0,4 6,15 6,79 |[161,29 34,96
135,90-141,47 |04 0,19 4,98 557 161,29 63,67
168,91 - 174,23 | 0,67 0,21 3,92 4,8 161,29 63,67
218,32 -222,42 10,3 0,39 3,42 4,11 169,49 63,67
236,63 - 240,55 | 0,32 0,11 3,78 4,21 169,49 63,67
Média 0,47 0,25 4,41 512 136,89 54,18
EPM 0,1 0,03 0,49 045 |7,25 2,69

Tabela — 2: Dados individuais e médios dos parametros analisados dos aumentos

na frequéncia da descarga do 6rgéo elétrico (DOE) apds a microinje¢ao de 0,98 mM
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de bicuculina no teto 6ptico (TeO) de Gymnotus carapo. EPM = erro padrdao da

média.

Evento (s) AF (s) Plateau (s) | RF(s) | TT (s) | MAF (Hz) | FB (Hz)
39,98 - 43,22 0,06 0,2 298 3,24 129,87 54,34
55,28 - 59,15 0,17 0,23 3,47 |3,87 144,92 58,02
65,78 - 72,04 0,45 0,36 54 6,21 144,92 51,03
83,75 - 86,26 0,53 0,19 1,79 | 2,51 138,88 58,02
115,33 -121,5 0,45 0,12 5,6 6,17 129,87 58,02
117,65 - 123,13 | 0,25 0,16 507 |5,48 109,89 54,71
122,24 - 125,33 | 0,2 0,25 264 |3,09 117,64 54,34
133,65 - 138,31 | 0,22 0,29 4,08 4,59 129,87 51,03
157,42 - 160,51 | 0,16 0,19 2,74 |3,09 121,95 54,71
162,94 - 164,35 | 0,2 0,09 1,12 1,41 185, 185 | 58,02
174,39 - 178,36 | 0,21 0,03 3,73 3,97 111,11 54,71
197,23 - 201,22 | 0,28 0,26 3,45 |3,99 112,35 54,71
226,91 - 231,52 | 0,29 0,16 416 | 4,61 121,95 51,03
229,56 - 234,85 | 0,15 0,17 497 |5,29 114,94 54,71
239,54 - 241,58 | 0,19 0,12 1,73 2,04 116,27 51,03
246,73 - 249,02 | 0,2 0,27 1,82 2,29 126,58 54,34
260,69 - 264,43 | 0,51 0,1 3,13 |3,74 119,04 54,71
296,92 - 301,02 | 0,2 0,24 366 |41 120,48 54,71
304,7 - 307,08 0,36 0,12 1,9 2,38 119,04 51,03
344,99 - 349,8 0,16 0,57 4,08 |4,81 125 51,03
390,41 - 393,51 | 0,18 0,3 262 |31 120,48 51,03
604,87 — 607,63 | 0,3 0,11 2,76 | 3,17 119,04 51,03
617,48 — 623,65 | 0,85 0,09 522 |6,16 108,69 51,03
630,17 — 634,04 | 0,44 0,08 3,35 3,87 107,52 51,03
701,45-705,08 | 0,29 0,28 3,06 |3,63 |201,79 51,03
924,06 — 926,89 | 0, 18 0,28 238 (2,84 147,06 51,03
948,72 — 950,97 | 0,21 0,09 1,93 [2,23 109,89 51,03
957,52 — 959,35 | 0,19 0,11 1,53 1,83 107,52 51,03
963,46 — 963,87 | 0,31 0,08 0,48 |0.87 111,11 51,03
982,89 — 985,12 | 0,15 0,07 1,98 |22 108,69 51,03
Média 0,3 0,2 3,1 3,82 126,05 53,15
EPM 0,03 0,02 024 [0,29 [3,95 0,46
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Tabela — 3: Dados individuais e médios dos parametros analisados dos aumentos
na frequéncia da descarga do 6rgao elétrico (DOE) apds microinjecdo de 1,96 mM

de bicuculina no teto éptico (TeO) de Gymnotus carapo. EPM = erro padrdo da

média.

Evento (s) AF (s) | Plateau (s) | RF (s) TT (s) | MAF (Hz) | FB (Hz)
47,08 - 53,24 0,35 /0,16 5,65 6,16 112,35 61,97
65,00 — 142,1 0,98 0,07 75,95 77 136,98 61,97
157,84 — 164,24 1,11 0,18 5,19 6,48 121,95 61,97
168,19 — 171,95 0,23 0,12 3,39 3,74 121,95 61,97
178,69 — 213,44 0,23 10,13 34,39 34,75 | 121,95 61,97
384,15 — 387,51 0,66 |0,08 2,62 3,36 125 61,97
403,73 — 478,15 0,03 0,02 60,58 60,63 | 121,95 61,97
518,69 — 564,09 0,2 0,05 26,14 26,39 | 131,57 61,97
612,09 - 623,87 0,08 |0,31 11,39 11,78 | 109,89 47,76
617,42 - 620,93 0,42 |0,35 2,74 3,51 136,98 61,99
635,1 - 637,99 043 0,23 2,23 2,89 133,33 61,99
812,35 - 821,05 0,31 0,43 7,96 8,7 142,85 47,76
911,65 - 945,45 0,06 |0,33 33,41 33,8 116,27 47,76
1004,24 - 1016,21 | 0,33 [0,33 11,31 11,97 | 136,98 47,76
1013,06 - 106,46 | 0,1 0,28 3,28 3,66 136,98 66,67
1076,52 - 1081,25 | 0,11 0,23 4,39 4,73 103,09 47,76
Média 0,35 [0,21 18,16 18,72 | 125,63 57,82
EPM 0,08 0,03 5,62 5,61 2,87 1,77
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