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ABREVIATURAS!

ac Comissura Anterior

AQ Aqueduto Cerebral

BLAa Nucleo Basolateral da Amigdala, parte anterior
BLAp Nucleo Basolateral da Amigdala, parte posterior
BMAa Nucleo Basomedial da Amigdala, parta anterior
C Camadas Centrais do Tecto Optico

CEA Nucleo Central da Amigdala

CEAm Nucleo Central da Amigdala, parte medial
COAa Nucleo Cortical da Amigdala, parte anterior

CP Caudoputamen

CPvl  Caudoputamen, por¢éo ventrolateral

CS Coliculo Superior

csl Coliculo Superior, camadas intermediarias, por¢éao lateral
CSm  Coliculo Superior, por¢gédo medial

ec Cépsula Externa

FDP  Feixe Pré-Dorsal

FS Fundo do Estriado

LGN Nucleo Genicuado Lateral do Tadlamo

lot Trato Olfativo Lateral
MG Nucleo Geniculado Medial do Talamo
P Camadas Periventriculares do Tecto Optico

PAG Substéncia Cinzenta Periaquedutal

PAGI Substancia Cinzenta Periaquedutal, coluna lateral
PARN Nucleo Reticular Parvicelular

PIR Cortex Piriforme

Prv Nucleo Principal do Nervo Trigémio

S Camadas Superficiais do Tecto Optico

SAl Camada Branca Intermediaria do Coliculo Superior
SAP  Camada Branca Profunda do Coliculo Superior

SC Superior Colliculus

SCI Superior Colliculus, lateral part

SGl Camada Cinzenta Intermediaria do Coliculo Superior
SGP Camada Cinzenta Profunda do Coliculo Superior
SGS Camada Cinzenta Superficial do Coliculo Superior
SNr Substantia Nigra pars Reticulata

SpV  Ndcleo Espinhal do Nervo Trigémio

SSp  Coértex Somatossensorial Primario

SZ Camada Zonal do Coliculo Superior
TO Tecto Optico
Zl Zona Incerta

1 As abreviatuaras foram extraidas do ”Brain Maps: Structure of the Rat Brain”, Swanson, L.W (2004), 3™ Edition;
para o Coliculo Superior seguimos May, P.J. (2006).
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RESUMO

Em estudo de mapeamento funcional dos sitios encefalicas envolvidos com o
comportamento predatério em ratos, através de imunodeteccdo da proteina Fos, Comoli e
Canteras (2000) encontraram ativacdo das por¢fes laterais das camadas intermediarias do
Coliculo Superior (CSI), ndo observada em outras situagbes comportamentais, tais como
confronto com um predador natural, nado forcado, choque nas patas, ou ap6s consumo de
racdo (Comoli e Canteras, 2000; Comoli et al., 2005). Os autores também relataram que a
leséo bilateral na regido do CSI com &acido N-metil-D-aspartico (NMDA) comprometeu o
desempenho do comportamento predatorio. Os animais lesados apresentaram movimentos
apréxicos da musculatura orofacial e patas dianteiras, e consequente dificuldade na captura,
imobilizacdo e manuseio das presas. Tais animais se mostraram menos responsivos aos
movimentos de deslocamento das presas, estimulo este muito eficiente em eliciar uma
resposta de orientacdo e ataque imediata e muito acurada em ratos normais (Comoli e
Canteras, 2000). Estudos com tracadores neuronais e estimulagéo elétrica sugerem que o
CSI origina uma via descendente envolvida com movimentos de orientacdo e perseguicao
(Redgrave et al.,, 1986, Dean et al., 1989). Comoli e Canteras sugeriram que tanto o
deslocamento da presa como o contacto das vibrissas sdo estimulos fundamentais para
desencadear a predacao, e que esses estimulos podem estar envolvidos com o aumento da
marcacgado de Fos no CSI na predagéo, uma vez que o CSl recebe aferéncias sensoriais de
estruturas relacionadas a sensibilidade da face e das vibrissas através dos nucleos espinhal
(SpV) e principal (PrV) do complexo trigeminal (Comoli e Canteras, 2000; Hemelt e Keller,
2007; Huerta et al., 1983, Killackey e Erzurumlu, 1981), Zona Incerta (ZI) (Kolmac et al.,
1998; Comoli e Canteras, 2000), nucleo reticular parvicelular (PARN) e cOrtex
somatossensorial primario (SSp) (Cohen et al., 2008; Comoli e Canteras, 2000). No intuito
de melhor compreender o papel do CSI no comportamento predatério, nés avaliamos a

influéncia das vibrissas na predacdo no contexto da circuitaria colicular. Para tal, os ratos



foram habituados as condi¢cdes experimentais e entdo expostos a baratas vivas e integras
da espécie Leurolestes circunvagans. Apos a predacgdo, as vibrissas foram removidas e
depois de 48 horas os animais foram expostos novamente as presas. Os animais sem
vibrissas predaram satisfatoriamente. Entretanto, observamos um menor nimero de ataques
certeiros sobre as presas. Tal déficit comportamental foi revertido apds reconstituicdo das
vibrissas ao tamanho original (30 dias apds a remocao). Avaliamos o padrao de marcacao
de Fos no CSI durante o comportamento predatério, tanto de ratos com vibrissas intactas
como daqueles sem vibrissas, e verificamos que houve uma diminui¢cdo da marcacédo de Fos
na extremidade lateral da camada branca intermediaria, enquanto na extremidade lateral da
camada cinzenta intermediéria a marca¢do se manteve. Em conjunto, os dados anatdémicos
e comportamentais sugerem que as vibrissas ndo sdo fundamentais para desencadear a
predacdo, mas sdo importantes para uma melhor acuidade de ataques. Sugerimos que a
marcacdo de Fos observada no CS| possa estar mais relacionada aos componentes
motores da predacdo, e que os animais lesados bilateralmente no CSI| n&o predaram
eficientemente por terem sofrido principalmente uma perda motora. A morte de células na
camada branca do CSI decorrente da lesdo poderia estar relacionada com os possiveis
déficits de orientagdo observados nesses animais. Diferentemente, os animais sem vibrissas
ficam menos providos de informag8es sensoriais espaciais que poderiam levar a localizagéo
espacial mais precisa das presas e gerar atagues mais certeiros.

Palavras-chave: Coliculo Superior, comportamento predatério, vibrissas, integracéo

sensorial



ABSTRACT

A previous study, examining the expression of Fos protein, suggests the key neural
systems mobilized during predatory behavior of rats hunting cockroaches (Comoli et al
2005). Of particular interest, it was found that predation induces a distinct activation of the
lateral region of the intermediate layer of the Superior Colliculus (SCI), which does not
appear to be particularly mobilized in other behavioral situations, such as after nocturnal
peak of food ingestion, defensive responses in a confront with the natural predator, forced
swimming and so forth. Several literature data support the idea that deep layers of SC are
related to motor control and sensory guided behaviors. In order to understand the potential
roles of this collicular region in the context of predation, those authors analyzed the hunting
performance of animals before and after iontophoretic NMDA lesions bilaterally placed into
SCI. Notably, collicular lesions did not interfere with the motivation to pursue the roaches, but
they did induce severe deficits related to motor praxia, i.e., lesioned animals handled the
preys very awkwardly and were unable to capture and hold them efficiently. In addition,
lesioned animals could not properly orient themselves toward fast moving roaches, which is
an immediate and accurate reflex in rats not surgically manipulated nor lesioned at SCI.
Tract-tracing and electrophysiological studies suggest that a pathway descending from SCI is
involved in orienting movements towards moving objects (Redgrave et al., 1986, Dean et al.,
1989). Comoli and Canteras suggest that contact with whiskers could be a triggering
stimulus to predatory behavior once SCI receives information related to somatosensory
sensibility from the whiskers and orofacial region coming from spinal (SpV) and principal
trigeminal nuclei (PrV) (Comoli and Canteras, 2000; Hemelt and Keller, 2007; Huerta et al.,
1983, Killackey and Erzurumlu, 1981), Zona Incerta (ZI) (Kolmac et al., 1998; Comoli and
Canteras, 2000), parvicelular reticular nucleus (PARN) and somatosensory cortex (SSp)
(Cohen et al., 2008; Comoli and Canteras, 2000). Our experiments contributed to better

understand the neural basis of predatory hunting in rats, especially the role of SCI. We



evaluated how effectively sensory information from whiskers can mediate predatory behavior
in the context of collicular circuitry. Rats were repeatedly handled during seven days and
then were allowed to hunt by the exposure to mature intact roaches. After predation their
whiskers were removed and they were allowed to predate roaches again 48 hours
afterwards. Whisker-removed rats showed to be efficient in hunting insects, however, they
perform less straight attacks. Animals with re-grown whiskers to the original size (30 days off
whiskers removal) recover the number of precise attacks towards roaches. We observed that
Fos expression at lateral intermediate grey layer of SC of whisker-removed rats was
maintained while the lateral intermediate white layer of SC showed less Fos labeling.
Anatomical data suggest that Fos expression at lateral intermediate grey layer of SC might
be more related to motor components of predation and that the reason why animals lesioned
at SCI did not predate efficiently is more related to motor loss. Cell death at white layer
should be related to possible orienting deficits also observed in lesioned animals. On the
other hand, whisker-removed rats were less provided with spatial information that could take
to more precise spatial localization of preys and generate more certain attacks.

Keywords: Superior Colliculus, predatory behavior, whiskers, vibrissae, sensory

integration



1. INTRODUCAO

1.1. Comportamento predatorio

Em um estudo de carater conceitual sobre a agressividade, Moyer (1968) realizou
uma categorizacdo dos comportamentos agressivos, objetivando orientar os trabalhos

empiricos futuros sobre as bases fisiologicas da agressividade. Segundo Moyer (1968),

comportamento agressivo é o termo que se aplica aos comportamentos que levam, ou que
aos olhos de um observador aparentem levar, ao dano ou destruicdo de uma entidade alvo.
Ao partir desta definicdo, o autor afirma que o comportamento predatério enquadra-se como
uma das grandes classes do comportamento agressivo. O autor sugere, também, que o0s
comportamentos agressivos sdo tdo diversos que parece claro que deva haver uma
variedade de substratos fisioldégicos envolvidos.

A época deste trabalho, o conhecimento acerca das bases fisiologicas do
comportamento predatério era bastante restrito, mas em sua revisdo Moyer fornece algumas
diretrizes para a caracterizagdo comportamental da predacdo e a distingcdo entre esta e as
demais formas de agressividade. Segundo o autor, a predacdo se distingue das outras
formas de agressividade primeiramente pela especificidade da situacdo-estimulo que a
elicia, representada por um objeto-presa especifico cujo deslocamento aumenta a
probabilidade do ataque; e que o ambiente onde o comportamento predatério ocorre &
relativamente irrelevante. Outra caracteristica importante da agressividade predatéria é a
relativa auséncia de respostas autonémicas marcantes.

Outro aspecto distintivo da agressividade predatodria, destacado tanto por Moyer
(1968) quanto por O’Boyle (1975), é sua topografia prépria. Os movimentos realizados por
um animal que ataca uma presa séo caracteristicos e distintos dos movimentos realizados
pelo mesmo animal quando ataca um animal co-especifico em outro contexto agressivo.
Adicionalmente, a topografia do comportamento predatério é espécie-especifica (Moyer,

1968).



Este ultimo aspecto do comportamento predatorio, a topografia, foi investigado a
partir de uma perspectiva filogenética por Eisenberg e Leyhausen (1972). Alguns aspectos
da topografia do comportamento predatorio descritos por Leyhausen (1965) como
filogeneticamente recentes podem ser observados em ratos da espécie Rattus norvegicus,
linhagem Wistar, ao cacar insetos. Entre eles, a capacidade de capturar a presa com as
patas dianteiras além da boca, e de realizar mordidas fatais, direcionadas a pontos vitais da
presa como a cabec¢a. O padrao comportamental predatério desempenhado por ratos sao
similares aqueles apresentados por pequenos insetivoros (Eisenberg & Leyhausen, 1972).
Assim como os insetivoros, o rato utiliza a boca como 6rgéo primario para capturar e matar
suas presas. No entanto, diferentemente dos insetivoros que utilizam exclusivamente a
boca, a capacidade de manipular a presa utilizando os membros anteriores é de extrema
importancia para os ratos, seja no momento da ingestdo ou em situacdes na qual as presas
escapam, em que o predador tentara retomar a captura e contengéo da presa.

De qualquer forma, € interessante notar que a presenca destas habilidades em ratos
de laboratorio, que provavelmente passaram varias geragbes sem precisar lutar para obter
seu proprio alimento, sugere fortemente que a necessidade de predar insetos desempenhou
um papel importante na histéria filogenética dessa espécie.

O’'Boyle (1975) destaca outros aspectos do comportamento predatério que o
distinguem das demais formas de agressividade; os ataques sdo em geral interespecificos,
e se relacionam com o comportamento alimentar. A privagdo de comida aumenta a
probabilidade de ataque, ainda que ndo seja imprescindivel para que um animal apresente
comportamento predatorio. De fato, Myer e White (1965) demonstraram que a oportunidade
de se envolver em uma situacdo de predacdo possui valor reforcador em ratos, mesmo
guando n&o se permite que o predador se alimente da presa.

A motivagdo presente no comportamento predatorio € influenciada tanto pelo carater
ludico da captura das presas, quanto pelo valor energético da recompensa obtida pela

execucdo da predacdo, jA que insetos como as baratas, que possuem agilidade e



estratégias de fuga, representam um desafio para os roedores durante a captura, além de
se constituirem como uma fonte rica em proteinas e abundante em seu habitat (Negréo e
Schmidek, 1987; Nishida, 1987). Portanto, se estabelece uma dificuldade para dissociar
estes dois componentes do comportamento predatério, tendo em vista que a predacao é
executada tanto por animais alimentados, quanto por animais privados de alimento
(observagfes do nosso laboratoério).

Assim sendo, a fome ndo é essencial para a manifestacdo do comportamento
predatério uma vez que os predadores continuam a predar mesmo que sua capacidade de
comer a presa tenha sido excedida ou ele esteja saciado (observacbes do nosso

laboratério), mas a privagdo alimentar na predacdo estimulada hipotalamicamente pode

encurtar o periodo de laténcia de matar a presa (ver Polsky, 1975).

1.2. Neurobiologia do comportamento predatério

Grande parte da literatura sobre as bases fisiolégicas da agressividade predatoria se
baseia em um modelo de agresséo interespecifica em que ratos atacam camundongos (ver
O’Boyle, 1975). Esse modelo, no entanto, apresenta algumas limitagbes. Os ratos precisam
estar privados de comida por alguns dias para predar camundongos, e mesmo assim isto s6
ocorre com uma pequena porcentagem dos ratos (aproximadamente 16%; Vergnes, 1975;
ver Comoli et. al., 2003). Além disso, o confronto com um camundongo vivo é
frequentemente associado com respostas defensivas exacerbadas, tais como congelamento
motor e fuga, e desta forma parte dos episédios de ataque podem na verdade constituir
comportamento defensivo (Moyer, 1968). Uma boa alternativa para o estudo do
comportamento predatorio € o modelo em que ratos predam insetos. Neste modelo, as
baratas foram escolhidas como uma presa apropriada por serem indcuas, facilmente

manipulaveis, ndo induzirem respostas defensivas e serem bem recebidas como presas por

ratos de diferentes linhagens (Reboucas e Schmidek, 1997).



A caracterizacdo das areas do Sistema Nervoso Central envolvidas no
comportamento predatorio de cacar baratas foi feita por imunodeteccao da proteina Fos, em
que foi observada uma supra-regulagcdo da imunorreatividade a Fos em sitios
prosencefalicos relacionados a organizacdo da sequéncia de acdes estereotipadas
observada na predacdo, tais como setores ventrolaterais do Caudo-putamen (CPvl); assim
como setores relacionados aos valores motivacionais referentes a presa; tais como um
circuito amigdaliano envolvido com o comportamento alimentar, incluindo a parte anterior do
nacleo Cortical da Amigdala (COAa), a parte anterior do Nucleo Basomedial da Amigdala
(BMAa), a parte posterior do Nucleo Basolateral da Amigdala (BLAp) e a parte medial do
Nucleo Central da Amigdala (CEAm); e ainda estruturas envolvidas com respostas
digestivas e metabdlicas do tronco que séo alvos do CEAm (Comoli et al., 2005); e por fim a
coluna lateral da Substancia Cinzenta Periaquedutal (PAGI) em seus niveis mais rostrais
(Comoli et al., 2003); e a porcdo lateral das camadas intermediarias do Coliculo Superior
(CSl) (Comoli e Canteras, 2000).

Comoli e Canteras (1998, 2000) relataram aumento da marcacgao de proteina Fos no
CSl de animais que haviam executado o comportamento de predar insetos, ndo observado
naqueles que expressaram 0 comportamento alimentar, ou outros comportamentos
observados no laboratério, tais como nado forgado, choque nas patas, comportamento de
defesa na presenca do predador (Comoli e Cedraz-Mercez, 2009; Cedraz-Mercez e Comoli,
2009), e durante o pico de ingestdo de racdo no inicio do periodo escuro. Estes dados
corroboram a idéia de que a movimentac¢do da presa ou o contacto com as vibrissas seriam
estimulos biologicamente importantes para a predagdo tendo em vista que o Coliculo
Superior (CS) é uma estrutura envolvida em movimentos de orientacdo guiados
sensorialmente (Dean et al., 1989; Waleszczyk et al., 2004) e que deve exercer um papel
critico na predacao.

Ainda, de acordo com as observagfes comportamentais em ratos antes e apoés

lesBes neurotoxicas com NMDA (N-Methyl-D-Aspartic Acid) bilateralmente no CSI, Comoli



e Canteras (2000) sugerem que o CSI exerce um papel chave para a organizagdo do
movimento de captura da presa; uma vez que animais lesados no CSI| apresentam déficits
comportamentais e ascensionais. Esses animais apresentaram movimentos apraxicos da
musculatura orofacial e das patas dianteiras, dai a dificuldade de controlarem a abertura e
fechamento do maxilar inferior e das patas dianteiras, portanto, ndo serem capazes de
abocanhar efetivamente as presas; e também de ndo serem capazes de agarri-las com as
patas dianteiras, e manusea-las propriamente; consequentemente as presas escapavam
com facilidade apos vérias tentativas de captura-las, resultando no fracasso da consumacéo
das mesmas. Consideramos, ainda, que esses animais podem apresentar déficits sensoriais
sérios, uma vez que também demonstram falta de orientacdo em relagdo ao deslocamento
das presas. Freglentemente, mesmo se aproximando das presas, esses animais nao
detectam os movimentos de deslocamento das presas e elas passam despercebidas no seu
campo visual. Ataque certeiro e captura seriam reflexos imediatos muito acurados em ratos
nao manipulados cirurgicamente ou lesados bilateralmente na CSI.

Esses dados instigaram fortemente nosso interesse no estudo do sistema colicular

no comportamento de cacar baratas.

1.3. O Coliculo Superior

O CS é uma estrutura neural localizada bilateralmente na superficie dorsal do
mesencéfalo de mamiferos e organizada em camadas celulares e fibrosas alternadas. E
limitado rostralmente pela Area Pré-Tectal, ventralmente pela Substancia Cinzenta
Periaquedutal e tegumento mesencefélico e caudalmente pelo Coliculo Inferior. E o
homélogo de uma estrutura mesencefalica presente em vertebrados, em geral chamada
Tecto Optico (TO).

A histéria filogenética do TO é resgatada por Huber e Crosby em trabalho datado de

1933. Esses autores relatam uma consideravel variabilidade interespecifica acerca da
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arquitetura do TO, que € composto por duas ou trés camadas em alguns anfibios préximos
as salamandras e por até quinze em alguns répteis e aves (Figura 1).

A organizagdo laminar do TO em mamiferos € ligeiramente diferente daquela
prototipica fornecida por Huber e Crosby (1933). O TO, entdo ja denominado CS, apresenta
a seguinte organizacao bésica:

Stratum Zonale (SZ): Camada fibrosa constituida por terminais das fibras cortico-
tectais (Huber e Crosby, 1933).

Stratum Griseum Superficiale (SGS): Camada celular envolvida com o
processamento de informacdo visual. Recebe aferéncias visuais diretas da Retina e
indiretas do Cortex Visual, Nucleo Geniculado Lateral (LGN) do Talamo (Sefton et al., 2004)
e Area Pré-Tectal (Born e Schmidt, 2004), além de se comunicar com o CS contralateral
(May, 20086).

Stratum Opticum (SO): Camada fibrosa, composta principalmente por fibras retino-
tectais (May, 2006).

As camadas SZ, SGS e SO constituem as camadas superficiais do CS, as quais
estdo primariamente relacionadas ao processamento de informacéo visual (May, 2006). Nao
apresentam eferéncias motoras diretas. Antes, suas projecfes eferentes se direcionam
principalmente para os ndcleos talamicos visuais, para a Area Pré-Tectal e para as camadas
profundas do CS (Sefton et al., 2004; Doubell et al., 2003). Através de suas conexdes
interlaminares com as camadas profundas, as camadas superficiais do CS exercem
importante papel na integracdo visuo-motora ao exercer controle sobre a dire¢do do olhar
(ver Isa e Sasaki, 2002). Por causa da funcdo primariamente visual das camadas
superficiais, € comum que se considere indiscriminadamente e erroneamente o CS inteiro

como uma estrutura visual.
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Tecto Optico

L ARRE A * ‘.. Stratum Opticum

Stratum Griseum
et Fibrosum
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(sGs)

Stratum Griseum
Centrale

(sc1

Stratum Album
Centrale
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Stratum Griseum
et Fibrosum
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Figura 1 — Representacdes do Tecto Optico (TO) em diferentes taxa. A) Seccéo transversa através do
mesencéfalo de uma salamandra (Salamandra salamandra) com desenho esquematico da metade contralateral.
Notar as duas Unicas camadas que comp8em o TO, uma cinzenta periventricular e uma branca externa.
Adaptado de Fritzsch (1980) (ver Butler e Hodos, 2005). B) Sec¢éo transversa através do mesencéfalo de um
sapo-boi (Rana catesbeiana) com desenho esquematico da metade contralateral. S: camadas superficiais. C:
camadas centrais. P: camadas periventriculares. Notar as camadas centrais (C) que se interpdem entre a
cinzenta periventricular (P) e a branca externa (S). Adaptado de Wilczynski e Northcutt (1983) (ver Butler e
Hodos (2005). C) Hemiseccao transversa através do CS direito de um esquilo em preparacéo de coloracdo de
Nissl. A camada cinzenta superficial se subdivide em outras trés subcamadas. Notar a diferenciacéo
relativamente maior que em anfibios, e menor que em répteis. Adaptado de Major et al. (2000) (ver Butler e
Hodos, 2005). D) Porg&o de uma hemisecgéo transversa através do TO de um lagarto (Iguana iguana). A direita,
os nomes das camadas. Entre parénteses sdo indicados os nomes das camadas equivalentes em mamiferos.
Notar a esquerda as catorze camadas. Adaptado de Northcutt (1984) (ver Butler e Hodos, 2005).
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Stratum Griseum Intermediale  (SGI) e Stratum Album Intermediale  (SAl): As
camadas intermediarias do CS recebem diversas aferéncias sensoriais visuais, ndo-visuais
e aferéncias ndo-sensoriais modulatérias. Entre elas, aferéncias das camadas superficiais
do CS (Doubell et. al., 2003), do Cértex Visual, Area Pré-Tectal, Coliculo Inferior, Cértex
Somatossensorial Priméario (SSp), Complexo Sensorial Trigeminal (Killackey e Erzurumlu,
1981; Huerta et al., 1983), nucleos sensoriais da Coluna Dorsal, Zona Incerta (ZI) (Kolmac et
al., 1998), Formacéao Reticular Mesencefélica Central, Cértex Pré-Frontal e Substantia Nigra
pars Reticulata (SNr) (Redgrave et.al., 1992; Comoli e Canteras 2000) Adicionalmente,
apresenta conexdes comissurais com o SGI contralateral, envia projecfes ascendentes para
o tdlamo dorsal (Krout et al., 2001; Comoli e Canteras, 2000) e ZI (Kolmac et al., 1998;
Comoli e Canteras, 2000) e projecdes descendentes tectoespinhais (Isa e Sasaki, 2002),
além de dar origem ao Fasciculo Pré-dorsal (FPD), um dos principais componentes da via
eferente descendente cruzada do CS (Dean et. a., 1988; Redgrave et. al., 1990; ver May,
2006).

Stratum Griseum Profundum  (SGP) e Stratum Album Profundum  (SAP): As
camadas profundas do CS, assim como as intermediarias, recebem informacao sensorial de
diversas modalidades diferentes e apresentam eferéncias ascendentes talamicas e
descendentes motoras (Sefton et al., 2004; Comoli e Canteras, 2000).

Em conjunto, as camadas SGI, SAl, SGP e SAP sdo comumente denominadas
camadas profundas do CS. Distinguem-se das camadas superficiais por receberem grande
guantidade de informacdo sensorial ndo-visual e por apresentar projecOes eferentes
motoras, tanto diretas quanto indiretas. As principais vias eferentes motoras do CS séo
ilustradas na Figura 2. Através destas conexfes, as camadas profundas do CS exercem

importante papel no controle dos movimentos de orientagéo.
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Figura 2 — Representacdo esquematica das duas principais vias eferentes descendentes do CS em
ratos. O diagrama mostra o CS esquerdo. A via cruzada ou contralateral cruza a linha mediana na decussacao
tegumentar dorsal para integrar o Fasciculo Pré-Dorsal (FPD). A via ndo-cruzada ou ipsilateral segue caudal e
ventralmente e atinge estruturas localizadas principalmente no Mesencéfalo e Ponte. Adaptado de Dean et al.
(1988) (ver Redgrave et al. (1990).

Tanto a via cruzada como a via ndo-cruzada produzem movimentos de orientacéo.
Entretanto, dado o fato de que as aferéncias sensoriais do CS sao em geral contralaterais,
ou seja, uma metade do CS recebe informag&o sensorial da metade contralateral do campo
visual ou do corpo, a via descendente ndo-cruzada, cujas eferéncias motoras sao
ipsilaterais, acaba por produzir movimentos de orientacdo para o sentido oposto ao do
objeto-estimulo (movimentos de afastamento do estimulo), enquanto a via descendente
cruzada, cujas eferéncias motoras sdo contralaterais, gera movimentos de orientagdo no
sentido do objeto-estimulo (movimentos de aproximac&o ao estimulo) (Dean et al., 1989). E
pertinente notar que, conforme revisto por Dean et al. (1989), as células de origem das vias
descendentes cruzada e ndo-cruzada se distribuem distintamente ao longo do eixo
mediolateral do CS; enquanto as células da via descendente ndo-cruzadas se concentram
na por¢cdo medial do CS (CSm), aquelas que originam a via descendente cruzada

encontram-se principalmente nas porgbes laterais do CS, regido onde se observou
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marcacao de Fos em ratos que predaram baratas (Comoli e Canteras, 2000). Desta forma,
os dados anatdbmicos mencionados parecem sugerir que o CS| esta relacionado a
movimentos de aproximacdo a estimulos, enquanto o CSm produz movimentos de
afastamento de um estimulo. De fato, esta predi¢do € corroborada por estudos envolvendo
estimulacéo elétrica do CS (Sahibzada et al., 1986; King et al., 1986). De maneira coerente
com o exposto, 0 CSm parece ser uma regidao mais relacionada com a defesa (Dean et al.,
1988; Schenberg, 2005).

O CS sabidamente participa no comportamento defensivo em ratos (Schenberg et
al., 2005), e respostas defensivas, como congelamento motor e fuga, assim como alteracbes
cardiovasculares, podem ser eliciadas por estimulagéo elétrica ou quimica do CSm (Dean et
al., 1988; Keay et al.,, 1990a). LesbGes nessa area podem reduzir a resposta defensiva a
ameacas visuais (Blanchard, 1981), e sabe-se que as por¢cdes mediais do CS recebem
projecdes de algumas areas encefalicas envolvidas em comportamentos de defesa, tais
como o circuito de defesa na zona medial do hipotdlamo (Canteras e Swanson, 1992;
Canteras et al.,, 1994; Favaro e Comoli, 2009). Ainda mais, o CSm apresenta-se ativo
durante o comportamento de defesa na presenca de um predador (Comoli e Cedraz-Mercez,
2009; Cedraz-Mercez e Comoli, 2009).

Por outro lado, conforme mencionado (Comoli e Canteras, 2000), as porcdes laterais
do CS que se apresentam ativas na predacdo incluiriam a regido de origem das vias
descendentes cruzadas. Dean et al. (1989) relatam que alguns dos movimentos de
orientacdo produzidos pela injecdo de antagonistas gabaérgicos nas camadas
intermediarias do CS, simulando experimentalmente uma ativacao fisioldgica pelos ganglios
da base, lembram muito a perseguicdo de objetos em movimento, tal como uma presa, e de
fato a estimulacdo de alguns locais do CS que produzem movimentos de perseguicdo
também resulta em mordidas e movimentos de roer (Kilpatrick et al., 1982). Curiosamente,
Butler e Hodos (2005), em um texto acerca da historia filogenética do CS, afirmam que o CS

desempenha um papel significativo na predacédo e que o grau em que o trato tectoespinhal é
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desenvolvido em mamiferos correlaciona-se diretamente com o grau de predagdo em uma
dada espécie.

Os dados funcionais e anatbmicos referentes as projecbes eferentes do CS
mencionados até aqui caracterizam o CSI como uma estrutura neural envolvida no controle
de movimentos de aproximacdo a estimulos. Entretanto, para melhor se compreender o
contexto funcional em que o CSI desempenha seu papel, € importante que se conheca a
natureza das informag@es das quais esta estrutura esté sob influéncia.

Em estudos de rastreamento neuronal retrégrado (Comoli e Canteras ,2000; Favaro
e Comoli, 2009) observamos que O CSI recebe informagbes de diversos sistemas
sensoriais, em especial de sitios que veiculam informacgdes da regido das vibrissas e do
focinho tais como da ZI e Nucleo Reticular Parvicelular (PARN) (Kolmac et al., 1998; Comoli
e Canteras, 2000, Favaro e Comoli, 2009), SSp (Comoli e Canteras, 2000; Hoffer et al.,
2005; Favaro e Comoli, 2009), além de projecdes diretas do nucleo Principal do Trigémeo
(PrV) e do nucleo Espinhal do Trigémeo (SpV) (Killackey e Erzurumlu, 1981; Huerta et al.,
1983; Comoli e Canteras, 2000; Favaro e Comoli, 2009). Ainda recebe informacdes
sensoriais viscerais, através da Area Parabraquial, e possivelmente olfativas, indiretamente
através do Campo Retrorrubral (Comoli e Canteras, 2000; Favaro e Comoli, 2009). Por outro
lado, o CSI recebe, também, projecdes de elementos motores tais como SNr (Redgrave
etal,, 1992), Nucleo Pedunculo Pontino e Nucleo Denteado do Cerebelo (Comoli e
Canteras, 2000; Favaro e Comoli, 2009).

Além da sugestéo fornecida pelos dados anatdmicos mencionados, a integragcdo de
informacgfes sensoriais provenientes das vibrissas ao nivel da circuitaria colicular em ratos
foi estabelecida através de estudos eletrofisiologicos (Hemelt e Keller, 2007, 2008; Cohen et

al., 2008).
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1.4. Sistema sensorial das vibrissas

As vibrissas faciais tém sido reconhecidas como fonte importante de informacgdes
sensoriais para roedores desde o inicio do século passado (Vincent, 1912), sendo que a sua
mobilidade e sensibilidade foi desenvolvida em ratos para compensacdo parcial da pobre
viséo e pela demanda do ambiente escuro, visto 0 habito noturno dos ratos.

O sistema sensorial das vibrissas tem atraido, recentemente, o interesse de
pesquisadores no estudo de sistemas sensoriais e integragdo sensorio-motora (Grant et al.,
2009; Diamond et al., 2006, 2008; Jadhav et al., 2009; Wolfe et al., 2008).

Em um estudo em que observaram as vibrissas de diversos mamiferos
filogeneticamente distantes, Brecht et al. (1997) encontraram uma série de caracteristicas
na organizacdo das vibrissas que foram altamente conservadas evolutivamente. Um dos
resultados primarios desta analise foi a classificacdo das vibrissas em dois grandes grupos
morfofuncionalmente distinto: as microvibrissas e as macrovibrissas (Figura 3).

Segundo 0s autores, as microvibrissas se caracterizam por serem curtas,
posicionadas frontalmente e continuando do lado interno dos labios superiores e no maxilar
inferior e estarem presentes em grande quantidade em uma area relativamente pequena, o
gue confere ao sistema uma boa resolucdo espacial e permite a discriminagdo ou
reconhecimento de objetos. Parece que as microvibrissas sdo andlogas no sistema
sensorial das vibrissas a févea no sistema visual ou as pontas dos dedos no sistema tatil de
humanos.

As macrovibrissas, por sua vez, s&o longas, localizadas dorsolateralmente em
relacdo as microvibrissas e organizam-se em linhas paralelas, com espacamento maximo
entre as linhas e minimo dentro de uma mesma linha. Apresentam orientacao perpendicular
ao eixo rostrocaudal do animal, de modo que as vibrissas de uma mesma linha formam
planos divergentes com as vibrissas de outras linhas. Ao contrario do que se pode pensar,
as macrovibrissas parecem nao ter funcéo de discriminacdo de objetos, mas de obtencéo de

informacgéo espacial em maior alcance e menor resolu¢do, que podem levar a localizacao



17

espacial de objetos a serem explorados e reconhecidos pelas microvibrissas (Bretch et. al.,

1997).
A) B) C) D)
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Figura 3: Esquema das macro e microvibrissas mistaciais no rato. A) Vista lateral das vibrissas faciais
(fileiras A, B, C, D e E de macrovibrissas); B) Esquema frontal das microvibrissas faciais continuando em direcao
ao interior do labio superior (lado direito) e posi¢édo dos foliculos do lado esquerdo (fileiras A, B, C, D e E de
macrovibrissas; e fileiras F, G, H, |, e J de microvibrissas) C) Vista esquematica frontal do direcionamento das
macrovibrissas. (Esquema modificado de Brecht et. al. 1997). D) Imagem das vibrissas faciais do rato.

Comportamentos visuo-motores e reconhecimento visual de objetos tém sido
estudados em detalhes, enquanto pouco se sabe sobre representacdo tatil de objetos. Na
tentativa de entender o comportamento de orientacdo tatil Anjum et. al. (2006) avaliaram a
captura de grilos por musaranhos etruscos selvagens (Suncus etruscus), um dos menores
mamiferos. Os musaranhos s&o animais pequenos de alta taxa metabdlica, habito noturno e
gue sdo forcados a capturar e matar uma grande quantidade de presas no escuro. Os
autores constataram que para 0s musaranhos tanto as micro como as macrovibrissas s&o
importantes para o0 sucesso dos ataques, e que as macrovibrissas sdo importantes para o
direcionamento dos ataques.

Assim, na tentativa de melhor compreender os sistemas neurais envolvidos no
comportamento predatorio, tivemos o interesse em avaliar a importancia da informacéao tatil
das vibrissas na caca de baratas, em especial no contexto da circuitaria colicular. Para tal
realizamos experimentos comportamentais com ratos normais (vibrissas intactas), ratos
cujas vibrissas foram removidas e posteriormente apds a reconstituicdo das vibrissas (30
dias apdés terem sido removidas); associando a expressdo da proteina Fos ao

comportamento predatério em ratos com vibrissas intactas e ratos com vibrissas removidas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

A proposta do presente trabalho foi investigar a importancia da informacgédo tétil
proveniente do sistema sensorial das vibrissas na ativacdo do Coliculo Superior durante o

desempenho do comportamento predatoério de cacar baratas em ratos.

2.2. Objetivos especificos

Para alcancar os objetivos gerais, 0s objetivos especificos desse trabalho foram:

1) Avaliar as alterag6es no comportamento predatorio de cacgar baratas decorrentes
da remocéo das vibrissas;

2) Avaliar as alteracdes no padrao de ativacdo neuronial no Coliculo Superior, no
contexto do comportamento predatorio de cacar baratas, decorrentes da remocéo das
vibrissas;

3) Avaliar a reversibilidade das alteragdes no comportamento predatério de cacar

baratas decorrentes da remocao das vibrissas, apds a reconstituicdo das vibrissas.
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3. METODOLOGIA

Foram utilizados ratos albinos (Rattus norvegicus, linhagem Wistar), machos, adultos
pesando entre 200 e 250 g, mantidos no biotério do Departamento de Fisiologia da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP) sob temperatura de 23T sendo o periodo
de claro/escuro de 12/12h com inicio as 6 horas, com agua e ragao ad libitum.

Os ratos foram individualizados em gaiolas convencionais, e inicialmente passados
por um processo de selecdo comportamental de predacdo e, em seguida, por oito dias
foram submetidos ao processo de habituacdo as condi¢cbes experimentais e ao
experimentador, para posteriormente serem submetidos aos experimentos comportamentais
de predacéo de baratas, conforme descricdo adiante.

As baratas da espécie Leurolestes circunvagans, utilizadas como presas, foram
criadas e mantidas em um baratario, sob condigbes adequadas, no Biotério do
Departamento de Fisiologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, em recinto distinto
dagueles onde os ratos permaneceram. Maiores detalhes da criacdo e manejo das baratas
sao apresentados adiante.

O presente protocolo foi aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentac&o

Animal da FMRP, segundo o registro n?133/2007.

3.1. Selegao comportamental dos ratos que foram uti  lizados em nossos

experimentos

Inicialmente foi realizada uma avaliagdo geral da resposta de comportamento
predatério dos ratos. Para tal, os ratos foram privados de alimento por um periodo de 24
horas. A selecéo inicia-se com a introducédo de cada rato na gaiola comportamental (Figura
4), onde permanecem por 60 minutos. Ao final deste periodo, cinco baratas vivas integras

foram introduzidas na gaiola com o auxilio do aplicador de presas. Os ratos foram
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observados por 60 minutos e aqueles que apresentaram motivacdo e interagdo com as

presas foram mantidos em nossos experimentos.

3.2. Habituagdo comportamental

No dia seguinte, apos o procedimento de selecdo comportamental, os animais foram
submetidos ao processo de habituacdo as condigbes experimentais e ao experimentador por
um periodo de oito dias. Assim, os animais foram levados do biotério para a sala de
comportamento, a qual é climatizada e isolada acusticamente, onde foram colocados em
gaiolas comportamentais de acrilico (50comp x 35larg x16alt cm) com tampo transparente
(Figura 4), com &gua e racdo ad libitum. Cada animal foi manuseado pelo mesmo
experimentador por 5 minutos, sempre no mesmo hordrio e colocado na gaiola
comportamental onde permaneceu por 2 horas. Ao final da sessdo, cada animal foi
recolocado individualizadamente na gaiola convencional e reconduzido ao biotério, onde era
mantido a uma temperatura de (23<C), com 4gua e comida ad libitum.

A habituacdo comportamental teve por objetivo expor os ratos ao ambiente no qual
seria executado o teste comportamental, permitindo que estes se habituassem ao ambiente
da gaiola comportamental e ao experimentador e com iSso minimizassemos ou abolissemos
0 estresse da manipulacdo durante a execucdo do protocolo experimental, e ainda,
reduzissemos a interferéncia do estresse induzido pela situacdo experimental sobre os
resultados comportamentais e de marcacao da proteina Fos.

Segue ilustracdo da gaiola comportamental usada em nossos experimentos (Figura

4).
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d

Figura 4: llustracdo esquematica da gaiola comportamental onde era realizado o teste de predar
baratas, com suas respectivas dimensdes: T: tampo; A: orificio na parede da gaiola, onde era acoplado o
fornecedor de presas; F: fornecedor de presas (a esquerda). Fotografia da gaiola comportamental (a direita).

3.3. Teste de predagéo

No oitavo dia os animais (n = 17) que foram habituados as condi¢cfes experimentais
e ao experimentador foram individualizados nas gaiolas comportamentais e mantidos com
agua e comida ad libitum durante 2 h e apds este periodo foram introduzidas
simultaneamente 5 baratas vivas e integras da espécie Leurolestes circunvagans acoplando-se
um fornecedor de presas a um orificio em uma das paredes da gaiola comportamental.

O fornecedor consistira de um tubo de PVC (5cm de didmetro e l1l4cm de
comprimento) com uma porta em guilhotina na extremidade proximal a gaiola e um émbolo
tampando a outra extremidade. No inicio do teste a porta em guilhotina fora aberta e o
émbolo empurrado, e as baratas, ai previamente colocadas, foram, entdo, introduzidas na
gaiola comportamental (Figura 1).

O comportamento foi filmado de modo que as andlises comportamentais qualitativas
e quantitavas foram realizadas posteriormente.

A filmagem do comportamento foi efetuada por uma filmadora digital, a qual se
encontrava disposta acima das gaiolas, sob uma haste de metal de dois metros afixada nas
duas paredes laterais da sala de comportamento, onde a filmadora tinha liberdade para
“correr” por toda a extensdo da haste. Sendo assim, os parametros comportamentais foram
analisados a partir das imagens obtidas de uma vista superior da gaiola.

Sessenta minutos apos o teste comportamental, alguns dos animais (n = 5) foram

anestesiados e perfundidos conforme descrito adiante. Seus encéfalos foram processados
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histologicamente e reagidos imunohistoquimicamente para deteccdo da proteina Fos,
conforme descrito adiante.

Os outros 12 animais, ap0s predarem o0s insetos, tiveram suas vibrissas faciais
laterais removidas e foram novamente expostos as baratas e o comportamento filmado de
modo que as analises comportamentais qualitativas e quantitavas foram realizadas

posteriormente.

3.4. Remocéao das vibrissas

Esses experimentos envolvendo remocdo das vibrissas foram importantes para
avaliar a importancia da informacéo tétil das vibrissas na caca de baratas no contexto da
circuitaria do CS.

No oitavo dia, ap6s terem sido expostos as baratas os animais (n = 12) tiveram suas
macrovibrissas removidas bem préximo a base de inser¢do no foliculo, na pele, para que
ndo pudessem mais identificar estimulos tateis através dessa via sensorial. A retirada das
vibrissas faciais foi feita sob anestesia (mistura de cetamina, xilazina e acepromazina; 33: 7:
1mg/kg, i.p peso corporeo, ip.) sob o microscopio cirargico (OPMI pico, Zeiss) com o uso de
uma pequena ping¢a (Figura 5). A dose de anestésicos empregada foi suficiente para
produzir um estado de anestesia geral por aproximadamente 15 minutos. Foram removidas
tanto as macrovibrissas, longas e organizadas em linhas rostrocaudais paralelas, quanto as

microvibrissas, curtas, densas e localizadas ventralmente e externamente aos labios.
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Figura 5 — Rato cujas vibrissas foram removidas.

Apbs 48 horas da recuperacdo anestésica, os ratos foram colocados nas gaiolas
comportamentais onde foram introduzidas simultaneamente 5 baratas vivas e integras da
espécie Leurolestes circunvagans, conforme descrito previamente. O comportamento foi
flmado de modo que as andlises comportamentais qualitativas e quantitativas foram
realizadas posteriormente. Sessenta minutos apds a expressdo comportamental alguns dos
animias (n = 5) foram anestesiados, perfundidos conforme descrito adiante e seus cérebros
processados histologicamente e reagidos imunohistoquimicamente para deteccdo da
proteina Fos, conforme descrito adiante.

Segue resumo esquematico do experimento # 1.
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Figura 6 — Representacéo esquemética do Experimento # 1. Os animais (n = 17) foram selecionados e
habituados. No oitavo dia, apés a realizagdo do teste comportamental cinco desses animais foram perfundidos
para imunohistoquimica da proteina Fos e os outros 12 animais tiveram suas vibrissas removidas para serem
novamente expostos as baratas apos 48 horas. Os animias receberam a denominacgdo de Vib quando foram
submetidos ao primeiro teste comportamental, no oitavo dia. Foram denominados VibX no segundo teste
comportamental (décimo dia), em que estavam sem suas vibrissas. Cinco animais VibX foram sacrificados apos
0 segundo teste para detec¢do imunohistoquimica da proteina Fos. A andlise comportamental foi realizada com

0s 12 animais que participaram dos dois testes comportamentais.
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3.5. Reconstituicdo das vibrissas

Outro grupo de animais (n = 8) foi utilizado em nossos experimentos. Apos selecao e
habituacdo comportamental esses animais foram submetidos ao teste de predagéo.
Também tiveram suas vibrissas removidas e ap0s 48 horas foram expostos as baratas. Em
seguida esses animais foram mantidos no biotério e apos 30 dias, entdo com suas vibrissas
reconstituidas foram novamente expostos as baratas. O comportamento desses animais foi
filmado nas trés etapas de exposicao as baratas de modo que as analises comportamentais
gualitativas e quantitativas foram realizadas posteriormente.

O objetivo desse experimento foi verificar se as alteracbes comportamentais
observadas no experimento #1 seriam revertidas apds a reconstituicdo das vibrissas ao
tamanho original.

E importante mencionarmos que ao longo da vida dos ratos suas vibrissas podem
ser quebradas ou mesmo sofrerem quedas, e novas vibrissas crescerem. Dessa forma,
tivemos o cuidado de realizar previamente experimentos pilotos em que avaliamos se as
vibrissas reconstituidas apresentavam indicios de funcionalidade na situacdo de predacao.
Para tal observamos animais que nao haviam sido expostos as baratas previamente, e cujas
vibrissas estavam reconstituidas (30 dias apds sua remocdo). Observamos que esses
animais apresentavam comportamento exploratério e movimento de suas vibrissas quando
colocados na gaiola comportamental e na presenca das baratas, assim quando do manuseio

das mesmas.
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Segue resumo esquematico do experimento # 2.
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Figura 7 - Representacdo esquematica do Experimento # 2. Os animais (n = 8) foram selecionados e
habituados. Foram submetidos ao teste de predacdo no oitavo dia, momento em que foram denominados Vib.
Tiveram suas vibrissas removidas e apés 48 horas foram submetidos a outro teste, em que foram denominados
VibX. Ap6s 30 dias, entdo com as vibrissas reconstituidas foram submetidos a mais um teste, em que foram
denominados VibR. A andlise comportamental foi realizada com os 8 animais que participaram dos trés testes
comportamentais.

3.6. Analise comportamental

Realizamos uma andlise quantitativa do padrdo geral do comportamento
predatorio para o experimento # 1 (n = 12), levando em consideragdo 0s seguintes

elementos comportamentais.

Laténcia da predacdo: tempo desde a introdugdo das baratas na gaiola
comportamental até o primeiro ataque;

Caca: tempo que o animal apresenta comportamento de busca das presas,
se deslocando, e atacando as presas;

Contato: tempo que a barata desaparece sob o rato, na area que se extende
desde o ombro até o focinho do rato;

Outros: tempo que o animal apresenta outros comportamentos exceto

Contato e Caca, tais como de autolimpeza, comer racdo, beber 4gua, dormir, etc.
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Duracdo: tempo decorrido entre o inicio da predacdo até o final da sessao
comportamental, isto é, do primeiro ataque até o consumo da ultima barata, limitado

ao maximo de 30 minutos.

Outra analise comportamental foi realizada para o experimento # 1 e para o
experimento # 2. Nessa analise foram abordados outros aspectos do comportamento
predatorio, tais como 0 numero ataques realizados sobre as presas:

Atagues certeiros: ataques precisos em que num Unico movimento o rato
agarra e mantem a presa em suas patas ou na boca;
Atagues ndo-certeiros: ataques imprecisos nos quais Sao necessarios

Varios movimentos incertos até que o rato consiga agarrar e manter a presa em suas

patas dianteiras ou na boca.

Numero Total de Atagues: numero de ataque certeiros e ataques nao-
certeiros realizados pelo rato durante a sesséo experimental.

Nessa andlise comportamental avaliamos sessfes comportamentais com duracao

total de 20 minutos .

3.7. Perfusao e histologia.

A perfusdo € a primeira etapa na preparacdo do tecido neuroanatdbmico para a
microscopia, tendo como objetivo a preservacdo do tecido para que este se mantenha em
um estado préximo ao natural durante os processos subsequentes.

A perfusdo foi realizada através do fluxo intravascular forcado de uma solu¢cdo com
propriedades fixadora, por meio de uma bomba peristaltica. Fixadores servem para
estabilizar os detalhes estruturais de células e tecidos (Fox et al., 1985), e em especial os
aldeidos, que sé&o os fixadores mais comumente utilizados, desempenham tal fungéo
através da formacgéo de ligagdes, com proteinas, conhecidas como “pontes de metileno”.
Utilizamos como fixador o paraformaldeido (95 %, Sigma-Aldrich®), que é um grande

polimero de formaldeido comercializado na forma de um p6 branco (Kiernan, 2000). Como
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fixador, a solucdo devera conter o formaldeido monomérico como seu principal soluto,
sendo que para tal, o polimero de paraformaldeido devera ser hidrolisado a formaldeido,
sendo esta reacdo catalisada pela presenca de ions OH, encontrado em solugbes
levemente alcalinas, e por um tratamento térmico da solucéo (Kiernan, 2000).

A perfuséo foi realizada 60 minutos apds a sessao comportamental, objetivando que
o tecido nervoso fosse fixado durante o periodo de pico do acumulo da proteina Fos no
nacleo celular, que ocorre de 60 a 90 minutos apds o estimulo (Morgan e Curran, 1991;
1995).

Apbs periodo de 60 minutos da caga as baratas, os animais foram anestesiados com
hidrato de cloral (Merk, 0.4ml/100g de peso corp6reo) e por uma bomba peristéltica (Cole
Parmer, MasterFlex L/S economy drive) foram perfundidos via trans-aortica com solugdo
salina 0.9% a temperatura ambiente, seguida de paraformaldeido 4% (pH 7.4) & 4°C por 15
minutos, e novamente lavados com 150 ml de salina 0.9%. Para tal procedimento, o animal
foi afixado em decubito dorsal, numa plataforma de disseccao, onde foi submetido a uma
incisdo abdominal e a caixa toréxica do animal foi aberta; o coragéo foi, entdo, exposto para
introducdo de uma agulha de intubacgéo através do ventriculo esquerdo até aorta, onde foi
fixada. Imediatamente, foi realizada uma secc¢&o no atrio direito e, em seguida, se iniciou 0
fluxo de 200 mL de solugéo salina 0.9 %. Ao final da perfuséo de salina se iniciou a perfusdo
do fixador. No inicio da perfusdo do fixador, observamos a ocorréncia de fasciculagdes
musculares dos membros anteriores. Esta etapa é importante, pois uma boa perfusdo é
caracterizada por fascicula¢cdes dos musculos quando exposto ao fixador, seguido por um
rapido enrijecimento dos musculos (Bolam, 1992). Em seguida, rapidamente foi colocado
gelo ao redor e sobre a cabeca do animal, enquanto a perfusdo do fixador foi mantida por
um periodo de 15 minutos. Para finalizar a perfusao, foi retomada a perfusdo de 150 mL de
solucdo salina 0.9 %. Apds perfusdo, 0s cérebros permaneceram na caixa craniana por 3
horas, na geladeira, e foram removidos e colocados em tampéo fosfato de sodio 0.1M

contendo sacarose 20% por 12h.
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Cortes de 30um de espessura no plano frontal foram obtidos com um micrétomo de
congelacéo (Leica SM 2000R) e armazenados em placas de 24 pocos em forma sequencial,
de modo que armazenamos 4 amostras representativas de toda extensdo do encéfalo,
sendo a distancia entre dois cortes adjacentes no mesmo compartimento de 120um.

Os pocos das quatro placas foram preenchidos com 2 mL de solucdes distintas:
placa | foi preenchida com solugdo KPBS 0,02 M; placa Il com solucéo anti-fingica de azida
de sodio 0,02 %, e placa lll e IV com solucdo anticongelante.

Ao final da microtomia os cortes depositados na placa com KPBS foram incubados
em anticorpo primario para imunodetecc¢éo da proteina Fos.

Os cortes coletados na placa contendo azida de sodio 0,02 % foram destinados a
montagem de laminas, e posteriormente foram submetidos a coloracdo de Nissl. Esta
coloracdo revela a citoarquitetura dos cortes adjacentes aqueles submetidos a
imunohistoquimica, sendo uma importante referéncia para a localizacdo das regiées que

tiveram imunomarcacgdes da proteina Fos.
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3.8. Detecc¢do imunohistoquimica da proteina Fos

Para imunodetecc¢do da proteina Fos inicialmente os cortes foram lavados por 30min
com KPBS 0.02M. Em seguida, os cortes foram incubados em solucdo de KPBS 0,02M
contendo Triton X-100 0,3% e Soro Normal de Cabra 2 % usando-se um anticorpo primario
anti-proteina Fos feito em coelho (Rabbit Polyclonal IgG, Calbiochem Laboratory) na dilui¢cdo
de 1:20.000 por 72 horas a 4°C com agitacdo constante em rotémetro orbital inclinado em
45 graus, a 5rpm.

Para localizacdo do complexo antigeno-anticorpo os cortes foram incubados por 1h e
30 minutos no anticorpo secundario biotinilado feito em cabra (Biotynilated Anti-Rabbit IgG,
Vector Laboratories) na diluicdo 1:200. O complexo antigeno-anticorpo foi visualizado pela
técnica de imunoperoxidase com o complexo biotina-avidina (ABC Elite Kit, Vector
Laboratories) para ligar a peroxidase ao complexo antigeno-anticorpo, e o cromdgeno
tetrahidrocloreto de 3-3’'diaminobenzidina (DAB), segundo Itoh et.al. (1979) e Shu et al.
(1988). Apos lavagens sucessivas, foram incubados em uma solugcdo contendo 50mg de
DAB, 0,6 mg de glicose oxidase e 40mg de cloreto de aménio em 100ml de tamp&o fosfato
de sédio 0,1M por 5 minutos. Em seguida foi adicionado -D-glicose, e a rea¢do enzimatica
foi interrompida ap6s 10 minutos.

Os cortes foram montados em laminas recobertas com gelatina, e tratados com
tetroxido de 6smio 0.05M para melhor visualizacdo do produto da reacdo (Newman et al.,
1983). Em seguida passaram por uma bateria de alcoois de concentracdes crescentes para
desidratacdo e, entdo, permaneceram em Xilol por pelo menos 1 hora. Em seguida as
laminas foram recobertas com DPX e laminulas. Outro compartimento foi corado pelo
método da tionina para referéncia citoarquitetbnica. O material foi observado em
microscopio de campo claro, e com auxilio de uma camara lacida foi feita a reproducéo
esquemética da distribuicdo dos nucleos marcados com proteina Fos. Esses desenhos

foram editados no programa Adobe lllustrator. Ainda, imagens foram capturadas através de
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camara digital (Leica, DFC 290) e com auxilio do programa Adobe Photoshop foram feitos

pequenos ajustes de brilho e contraste.

3.9. Analise da marcagéao da proteina Fos

Os cortes imunorreagidos para proteina Fos foram observados ao microscépio 6ptico
em campo claro, quando foi realizada uma andlise qualitativa do padrdo de marcag¢édo nos
sitios neurais sabidamente ativos durante a predacdo (Comoli e Canteras, 2000; Comoli et
al., 2005).

No nosso estudo, os setores de maior interesse foram os niveis rostrocaudais
intermediarios do CS em que observamos um maior desenvolvimento do CS, sendo que o
angulo formado entre o CS e o Nucleo Geniculado Medial do talamo se apresenta mais
proeminente (AP O 6.0 mm). Sabidamente, em estudos prévios de lesdes neuroquimicas
bilaterais nesse setor foram observados déficits comportamentais (Comoli e Canteras,
2000).

Assim sendo, para realizarmos uma estimativa do nimero de nudcleos celulares
marcados com proteina Fos, em animais com (Vib, n = 5) e sem vibrissas (VibX, n = 5),
foram selecionados trés cortes em niveis intermediarios do CS por encéfalo (AP [06.0 mm),
sendo cortes adjacentes no mesmo compartimento (distantes 120 pm entre si).

Os cortes selecionados foram desenhados com o auxilio de uma camera lucida
acoplada ao microscépio optico (Leica, DM 2500), em aumento de 40x. Os limites externos
e internos do CS foram desenhados em campo escuro, € 0s nucleos marcados com Fos
foram desenhados em campo claro. Ainda no mesmo aumento, com o auxilio da camera
lucida e utilizando-se um reticulo, foi delimitada a &rea correspondente a um retangulo de
500 x 250 um para realizagdo da contagem dos nucleos marcados. Os retangulos foram
posicionados na camada cinzenta intermediaria (SGI) e na camada branca intermediaria

(SAl) do CS, conforme ilustrado na Figura 8.
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/ AP = 6.00mm i

Figura 8 — Representacdo esquematica de corte frontal do cérebro de rato ao nivel do CS (AP O
6.00mm), modificada do atlas “The Rat Brain in the stereotaxic coordinates”, Paxinos e Watson (2007), 6° edicéo.
Os retangulos ilustram os locais onde foram realizadas contagens de nucleos marcados com proteina Fos. (MG:
nucleo geniculado medial do tdlamo; PAG: substancia cinzenta periaquedutal; SAl: camada branca intermediaria;
SAP: camada branca profunda; SGI: camada cinzenta intermediaria).

3.10. Anélise estatistica

Na maioria das nossas analises foram empregados testes nao-paramétricos
adequados para analise de nossos dados. Os testes ndo paramétricos sdo adaptaveis aos
dados das ciéncias do comportamento pelas seguintes razdes:

a) essas provas estatisticas chamam-se “distribuicdo livre” ndo requerendo
suposicdes sobre a distribuicdo da populagéo da qual tenham sido extraidos os dados para
analise, e;

b) essas técnicas ndo-paramétricas podem ser aplicadas a dados que ndo sejam
exatos do ponto de vista numérico, mas que se disponham em “postos” ou “ranks” (Siegel,
1975). Os dados séo expressos em média + erro padrdo. Um nivel de significancia 0,05 foi
adotado em todos os testes efetuados.

Os testes foram feitos com auxilio do software GraphPad InStat®, versao 3.05. Os

gréficos foram elaborados com auxilio do software GraphPad Prism®, versao 5.00.

Analise Estatistica empregada na Andlise Comportame  ntal.
Para verificar a existéncia de nado igualdade na andlise geral do comportamento

predatorio, no experimento # 1, aplicamos o teste Wilcoxon para amostras pareadas (duas
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amostras dependentes), nos animais antes (Vib) e apds a remocao das vibrissas (VibX) para
as variaveis: laténcia, cacga, contacto, outros e dura¢do do comportamento.

Também empregamos o teste de Wilcoxon para verificar a ndo igualdade do nimero
de ataques certeiros, ndo certeiros e totais, e das respectivas taxas desses ataques, nos
animais antes (Vib) e apds remocdao das vibrissas (VibX) para o experimento # 1.

No experimento # 2, para verificar a existéncia de ndo igualdade na andlise do
namero de ataques certeiros, ndo certeiros e totais, e das respectivas taxas desses ataques
nos animais antes (Vib), ap6s remoc¢do das vibrissas (VibX) e com as vibrissas
reconstituidas (VibR) aplicamos o teste estatistico paramétrico de andlise de variancia
(ANOVA) para variaveis dependentes acima de duas medidas repetidas, seguida do pds-
teste Tukey-Kramer.

Andlise Estatistica empregada na estimativa do numero de nucleos celulares
marcados com proteina Fos.

Para verificar a existéncia de ndo igualdade nos valores referentes ao nimero de
nacleos marcados com proteina Fos na regido lateral das camadas intermediarias do
Coliculo Superior em animais antes (Vib) e apos remocédo das vibrissas (VibX) aplicamos o

teste estatistico de Mann-Whitney (para duas amostras independentes).

3.11. Baratéario

As baratas da espécie Leurolestes circunvagans foram mantidas no biotério do
Departamento de Fisiologia da FMRP, em temperatura ambiente, em um baratario que
consiste em uma caixa de polietileno (Martinite, mod. 1018 com dimensdes de 89.0 comp x
48.5 larg x 56.0 alt cm e capacidade de 195l) com um tampo de madeira e tela de metal,
dentro da qual sdo colocados recipientes de plastico com algoddo umidecido e racdo de
diversos tipos, tais como de gato e de cachorro, ad libitum. Internamente ficam dispostas
verticalmente dezenas de placas de papeldo (placas de suporte para ovos) que s&o

utilizadas como reflgios para os animais. Na borda superior interna do baratario € feita uma
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faixa de 10cm com uma fina camada de vaselina, para que as baratas ndo caminhem até a
tampa da caixa, e para impedir que as baratas escapem quando a tampa do baratério é
aberta.

A manutencdo da disponibilidade de agua e ragéo é feita diariamente e, ao menos
uma vez por més, é realizada higienizacdo completa do baratario para que haja crescimento
de uma coldnia saudavel e se evite super-crescimento da colbnia.

As baratas séo retiradas conforme necessidade experimental, tomando-se cuidados
no manuseio para que ndo tenham sua agilidade comprometida e ndo haja interferéncia na
resposta comportamental do rato quando expostos a elas. Assim, minutos antes dos testes
de predacdo, as baratas sdo apanhadas pelo experimentador cuidadosamente, de forma
gue estejam integras e sem prejuizo da agilidade no momento do teste. Este cuidado se faz
necessario porque o rapido deslocamento das baratas € um importante fator eliciador do
comportamento predatorio (Moyer, 1968). As baratas sdo transportadas até a sala de

comportamento dentro do fornecedor de presas.
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4. RESULTADOS

4.1. Estudo neuroetolégico do comportamento predaté rio em ratos,

envolvendo o sistema sensorial das vibrissas

4.1.1. Descricdo comportamental observada em nossos experimentos, em

animais com vibrissas intactas (Vib)

A situacdo de predacdo de nossos experimentos inicia-se com o rato (Vib)
explorando a gaiola comportamental com seu focinho e vibrissas, principalmente as arestas
e vértices inferiores da gaiola. Este comportamento de exploragdo ndo se identifica com
aquele tipico de um animal exposto a um ambiente novo, como o observado em ratos recém
colocados na arena experimental, pois, na situacdo dos nossos experimentos de predacao,
o0 animal j4 estd no ambiente experimental h4 aproximadamente 2 horas, e encontra-se
frequentemente em repouso. Entretanto, quando as presas séo inseridas na arena, o animal
desperta e passa a explorar o ambiente, farejando a caixa como mencionado.

Observamos que os ratos com vibrissas (Vib) quando percebem algo novo na gaiola,
geralmente se aproximam na tentativa de explorar e, em seguida, passam a tocar o objeto
(barata).

Decorrido o periodo de laténcia (86 + 50s, média + EPM; Figura 10), o rato se depara
com uma presa e, especialmente quando esta se deslocando, realiza um ataque com um
movimento 4gil da cabeca ou das patas dianteiras, ataque este que pode ou n&o culminar
na captura efetiva e imobilizagdo da presa. Ainda persegue-as linearmente ou realiza
movimentos translacionais diversos com o corpo e apreende-as pelo abdémen com as patas
dianteiras ou mesmo com a boca. ApoOs a apreensdo de uma das baratas, o rato
rapidamente a manipula e frequentemente a mantém com o0 ventre voltado para si e a
cabeca para cima. Desta forma, o predador mantém as patas da presa longe do chéo

evitando sua fuga, e exple suas partes vulneraveis ao ataque, como a cabeca e o0
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térax/abdémen. Assim, com uma mordida arranca-lhe a cabeca, imobilizando-a
imediatamente, e a come. Os ratos expressam sequéncias de movimentos estereotipados
até consumirem todas as baratas dispersas na gaiola comportamental.

Muito frequentemente, com a presa abatida em suas patas dianteiras, o rato levava a
barata para um dos cantos da gaiola e passava a ingeri-la, manipulando e mordendo sua
extremidade rostral (mais frequentemente) (Figura 9). Geralmente, o animal elege um dos
cantos da caixa como favorito para a ingestao das presas, e para |4 se desloca apés cada
captura. Este comportamento se assemelha aquele de um animal em habitat natural, que,

para ingerir a presa, busca um local onde esteja a salvo de um competidor ou um predador.

Figura 9 — Rato ingerindo barata em um dos cantos da arena

Geralmente os ratos deixavam restos de baratas como pernas, asas e carapacas,
sempre voltando para comé-los, no intervalo entre as capturas. Em algumas circunstancias
0s ratos matavam mais de uma barata para depois consumirem-nas. Mesmo ndo restando
baratas vivas na gaiola experimental, os animais ainda permaneciam por volta de mais 20
minutos procurando-as, e depois iam dormir.

Interessantemente, muitas vezes, ao introduzir as baratas na gaiola experimental,
observava-se que o0s ratos permaneciam no canto da gaiola sem procurar ou perseguir as
presas, mas, se por ventura uma delas tocasse nas suas vibrissas, eles desencadeavam

orientacdo imediata e ataque certeiro a presa.
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Observamos que os animais com vibrissas (Vib) levaram 795 + 139 s para predar as
cinco presas, sendo 144 + 44 s gastos cacando as baratas, 575 + 68 s gastos manuseando
e ingerindo as baratas (contato) e outros comportamentos como se limpar, beber 4gua,

comer racdo levaram 75 + 33 s (Figura 10).

B Vib
14004 03 VibX
1200 l
— 1000+
)
o 800
o
g 600
= 4004
()‘—ilI=I T T T
> \S (&) e ]
-:.2'0(} 0'2’0? &q} (“-’&
VP ® o

Figura 10 — Andlise Comportamental — A andlise comportamental mostra a laténcia para inicio da caga
(Laténcia), tempo gasto com a caca (Cacar), tempo gasto em contacto com as presas (Contato), tempo gasto
com outros comportamentos (Outros) e duragédo total da sesséo de comportamento predatério (Duracao) de ratos
com vibrissas intactas (Vib) e 48 horas ap6s remogédo das vibrissas (VibX) (n=12). Os dados foram expressos
como Média + Erro padréo. Foi aplicado o Teste estatistico Wilcoxon para amostras pareadas.

4.1.2. Descricdo comportamental observada em nossos experimentos, em

animais com vibrissas removidas (VibX).

Apbs expressar as respostas comportamentais semelhantes ao descrito acima, 0s
ratos tiveram suas vibrissas removidas (VibX). Passadas 48 horas da remocéo das vibrissas
os ratos eram transferidos para as gaiolas experimentais, onde permaneciam por 2 horas, e
entdo eram introduzidas as cinco baratas.

Constatamos que os ratos cujas vibrissas foram removidas (VibX) sdo capazes de
predar de forma eficaz, executando a mesma sequéncia bésica descrita anteriormente para
animais com as vibrissas intactas e levando aproximadamente 0 mesmo tempo para predar
as 5 baratas. Esses animais levaram 993 + 257 s para predar as cinco presas, sendo 209 +

97 s gastos cacando as baratas (cacar), 596 + 90 s gastos manuseando e ingerindo as
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baratas (contato), e 189 + 97 s gastos em outros comportamentos (Figura 10). A estes
dados foi aplicado o teste estatistico de Wilcoxon para amostras pareadas, com nivel de
significancia de p<0,05, sendo que para nenhuma destas variaveis foi observada diferenca
estatisticamente significativa.

E muito interessante nesses ratos a orientacdo e deteccdo das presas pelo olfato.
Observamos que os ratos sem vibrissas (VibX) cheiravam a gaiola comportamental uma
grande parte do tempo.

Esses ratos (VibX) também deixavam restos de baratas como pernas, asas e
carcacga, sempre voltando para comé-los, no intervalo entre capturas. E, algumas vezes
matavam mais de uma barata para depois consumirem-nas. J& mesmo ndo restando
baratas vivas na gaiola experimental os animais permaneciam por volta de 20 minutos
procurando-as e depois iam dormir.

Apesar de o teste ndo-paramétrico para amostras pareadas de Wilcoxon nédo ter
indicado alteragbes nas variaveis ilustradas na Figura 10, pudemos notar algumas
alteracdes no desempenho do comportamento predatério induzidas pela inativacdo do
sistema sensorial das vibrissas. Observamos que aparentemente ndo tinham a mesma
desenvoltura nos ataques as baratas como mais visivelmente observavamos nos animais
com vibrissas intactas (Vib). Muitas vezes os ataques iniciados ndo tém continuidade na
medida em que a presa rapidamente foge afastando-se do predador. Muitas vezes, apos
uma captura, a presa escapa e 0 rato inicia outro ataque na tentativa de recaptura-la,
entretanto, o rato sem vibrissas (VibX) nem sempre apresenta desenvoltura em persegui-la.
Esta interrupcdo se deve, presumivelmente, a falta informacdo tatili que as vibrissas
forneceriam caso estivessem intactas.

Assim, optamos por fazer uma analise abordando outros aspectos do
comportamento predatério, tais como 0 numero ataques realizados sobre as presas:

ataques certeiros, ataques ndo certeiros e namero total de ataques.
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Observamos que os animais apds a remoc¢ao de suas vibrissas (VibX) apresentaram
uma reducdo do numero de ataques certeiros em 40%. Aplicamos o teste estatistico de
Wilcoxon para amostras pareadas e verificamos que a remoc¢do das vibrissas reduziu o
namero de ataques certeiros de forma estatisticamente significativa (p<0,01), conforme
ilustrado na Figura 11. Nao observamos diferencas estatisticamente significativas com
relacdo ao numero de ataques ndo certeiros e totais em conseqiéncia da remocdo das

vibrissas (ou seja, P>0,05 para todas as outras variaveis).
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Figura 11 - Andlise Comportamental — A andlise comportamental mostra o nimero de ataques
certeiros, ataques ndo certeiros e numero total de ataques de ratos com vibrissas intactas (Vib) e 48 apdés
remocédo das vibrissas (VibX) (n=12) durante sessdo de comportamento predatorio. Os dados foram expressos
como Média + Erro padrdo. Foi aplicado o Teste estatistico Wilcoxon para amostras pareadas (** difere
significativamente, p<0,01).

As Figuras 12 e 13 ilustram, respectivamente, a taxa entre o nimero de ataques
certeiros e ndo certeiros e 0 numero total de ataques para animais antes (Vib) e apos

remocao das vibrissas (VibX).
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Figura 12 — Andlise Comportamental — Grafico Superior: A analise comportamental mostra a taxa entre
o0 nimero de ataques certeiros € o nimero total de ataques de ratos com vibrissas intactas (Vib) e 48 apés
remocédo das vibrissas (VibX) (n=12) durante sessdo de comportamento predatoério. Os dados foram expressos
como Média + Erro padrdo. Foi aplicado o Teste estatistico Wilcoxon para amostras pareadas (** difere
significativamente, p<0,01). Gréfico Inferior: Analise comportamental ilustrando valores de cada individuo.
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Figura 13 — Andlise Comportamental — Grafico Superior: A analise comportamental mostra a taxa entre
0 nimero de ataques nao certeiros e 0 nimero total de ataques de ratos com vibrissas intactas (Vib) e 48 ap6s
remocédo das vibrissas (VibX) (n=12) durante sessdo de comportamento predatoério. Os dados foram expressos
como Média + Erro padrdo. Foi aplicado o Teste estatistico Wilcoxon para amostras pareadas (** difere
significativamente, p<0,01). B) Gréfico Inferior: Analise comportamental ilustrando valores de cada individuo.
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4.1.3. Descricdo comportamental observada em nossos experimentos, em

animais com vibrissas reconstituidas (VibR); experi mento # 2.

No experimento # 2, o comportamento predatorio observado em animais nas
condi¢des Vib e VibX foi semelhante aquele descrito no experimento # 1. Os animais sem
vibrissas (VibX) apresentaram uma reduc¢do do nimero de ataques certeiros ap0s 48 horas
da remocédo de suas vibrissas e quando suas vibrissas estavam regeneradas (VibR) (ap6s
30 dias) eles apresentaram um re-estabelecimento do nimero de ataques certeiros quando
expostos as presas (Figura 14), e mostraram uma acuidade na realizagdo dos ataques tao
boa quanto, ou até melhor que, na condicéo Vib.

Aplicamos o teste estatistico de ANOVA para variaveis com medidas repetidas
seguida do poés-teste Tukey-Kramer e verificamos que a reducgdo estatisticamente
significativa no niamero de ataques certeiros em animais na condi¢do VibX, previamente
observada no Experimento 1. Adicionalmente, este teste estatistico confirma a recuperacéo

da acuidade dos ataques certeiros dos animais VibR (Figura 14).
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Figura 14 — Analise comportamental - A analise comportamental mostra o nimero de ataques certeiros,
ataques ndo certeiros e numero total de ataques de ratos (n = 8) com vibrissas intactas (Vib), 48 horas apés
remocgdo das vibrissas (VibX) e apOs regeneracdo das vibrissas em 30 dias (VibR), durante sessdo de
comportamento predatério. Os dados foram expressos como Média + Erro padrdo. Foi aplicado o Teste
estatistico ANOVA para medidas repetidas seguido do pos-teste Tukey-Kramer (*** difere significativamente do
grupo VibX, p<0,001).
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A Figura 15 ilustra a taxa entre o numero de ataques certeiros e nao certeiros e o
namero total de ataques para animais antes (Vib) e apds remocédo das vibrissas (VibX) e
com as vibrissas reconstituidas (VibR). E possivel notar a reducéo na fracio de ataques
certeiros causada pela remocéo, assim como a melhora no desempenho proporcionada pela

regeneracao das vibrissas.
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Figura 15 — Andlise comportamental — Grafico Superior: A Analise comportamental mostra a taxa entre
0 numero de ataques certeiros de ratos com vibrissas intactas (Vib) (n=8), 48 horas ap6s remog¢éo das vibrissas
(VibX) e apds regeneracéo das vibrissas em 30 dias (VibR), durante sessdo de comportamento predatério. Os
dados foram expressos como Média + Erro padrdo. Foi aplicado o Teste estatistico ANOVA para medidas
repetidas seguido do pds-teste Tukey-Kramer (** difere significativamente do grupo VibX, P<0,01; *** difere
significativamente do grupo VibX, p<0,001). Gréfico Inferior: Andlise comportamental ilustrando valores de cada

individuo.
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4.2. Imunorreatividade a proteina Fos em encéfalos  de ratos em estudo

envolvendo remocéo das vibrissas

Em nossos experimentos verificamos a marcacdo da proteina Fos em 3 grupos
comportamentais, ilustrados nas Figura 16, 17 e 18: animais habituados as condicdes
experimentais e ao experimentador (Habituado), que nédo tiveram contacto com baratas;
animais com vibrissas que predaram baratas (Vib); e animais cujas vibrissas foram
removidas apoés realizarem a predacdo e entdo foram novamente expostos as baratas em
48 horas (VibX).

Analisamos a expressao de proteina Fos em setores encefélicos sabidamente ativos
durante o comportamento predatorio (Comoli e Canteras, 2000; Comoli et al., 2005) tais
como SSp e Cortex Olfativo (Cértex Piriforme, PIR), Amigdala, Caudo-putamen (CP), e CS,
gue é nosso principal alvo de estudo.

Como era esperado, observamos auséncia de proteina Fos na area de
representacdo das vibrissas (Barrel Field, Camada IV do Cértex Somatossensorial), dos
animais habituados (Figura 16A) e redugdo massiva daqueles cujas vibrissas foram
removidas (VibX) (Figura 16C), em contraste com a intensa marcacdo dessa regido dos
ratos que predaram com vibrissas intactas (Vib) (Figura 16B).

Observamos uma marcacdo intensa no Cortex Piriforme tanto nos animais com
vibrissas (Vib) (Figura 17B) e animias sem vibrissas (VibX) (Figura 17C), em contraste com
a auséncia de marcacdo nessa regido nos animais habituados (Figura 17A).
Interessantemente notamos que o olfato parece ser um sentido muito importante no
comportamento predatorio.

Na Amigdala observamos imunorreatividade a proteina Fos nos Nucleos Cortical
Anterior, Central (Figura 17E e F), Basolateral Anterior (Figura 17E e F) e Posterior, e Area
de Transicdo Pos-piriforme dos animais com vibrissas (Vib) e sem vibrissas (VibX), em

contraste com a auséncia de marcacao nessas regides de animais habituados (Figura 17D).
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Ainda observamos nucleos celulares marcados na regido do estriado ventral (FS) e
setores ventrais rostrais do Caudo-putamen (Figura 16E e F) nos animais com (Vib) e sem

vibrissas (VibX). Nao observamos marcacdo nessas regifes de animais habituados (Figura

16D).
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Figura 16 — Fotomicrografia de cortes frontais do encéfalo de rato imunorreagidos para deteccdo da
proteina Fos. Expresséo da proteina Fos, no Cortex Somestésico Primario (SSp) de animal habituado (A), Vib (B)
e VibX (C); Expresséo da proteina Fos, no Caudo-putamen e estriado ventral (FS) de animal habituado (D), Vib
(E) e VibX (F) (x100). CP = Caudo-Putamen, ec = cépsula externa, ac: comissura anterior; 1-VI (camadas do
cortex).
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Figura 17 — Fotomicrografia de cortes frontais do encéfalo de rato imunorreagidos para deteccao da
proteina Fos. Expressao da proteina Fos, no Cortex Piriforme (PIR) de animal habituado (A), Vib (B) e VibX (C);
Expressédo da proteina Fos, na Amigdala de animal habituado (D), Vib (E) e VibX (F) (x100). lot: trato olfativo
lateral; ec: capsula externa; BLAa: Nucleo Basolateral Anterior da Amigdala; CEA: Nucleo Central da Amigdala;
PIR: Cortex Piriforme.
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No nosso estudo, o setor de maior interesse foi o CS, em especial os niveis
rostrocaudais intermediarios em que observamos um maior desenvolvimento do CS (AP O
6.0 mm). Sabidamente, em estudos prévios de lesdes neuroquimicas bilaterais nesse setor
foram observados déficits comportamentais durante a expressdo do comportamento
predatorio (Comoli e Canteras, 2000).

Verificamos que os animais habituados ndo apresentam imunorreatividade a proteina
Fos na regido do CSI (Figura 18C-D). Em contraste, observamos imunorreatividade a
proteina Fos nessa regido dos dois grupos de animais que predaram baratas: nos ratos com
vibrissas intactas (Vib) (Figura 18E-F) e naqueles cujas vibrissas foram removidas (VibX)
(Figura 18G-H).

Em analise microscopica observamos um padrdo semelhante de marcacdo da
proteina Fos na extremidade lateral da camada intermediéria cinzenta do CS de ratos com
vibrissas intactas (Vib) (n = 5) e animais sem vibrissas (VibX) que predaram insetos (n = 5)
(AP O 6.00mm) (Figura 19B e C). Com relacdo a extremidade lateral da camada
intermediaria branca do CS observamos um padrdo aparentemente reduzido nos animais
sem vibrissas (Figura 19C). N&o foi observada marcacdo com Fos nesses setores em ratos
habituados que ndo predaram (n = 5) (Figura 19A).

Assim sendo, para realizarmos uma estimativa do nimero de nudcleos celulares
marcados com proteina Fos, em animais com (Vib) e sem vibrissas (VibX), foram
selecionados trés cortes em niveis intermediarios do CS por encéfalo, sendo cortes
adjacentes no mesmo compartimento (distantes 120 um entre si) (AP [16.00mm).

Nossos resultados foram analisados com o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney,
sendo considerados significativos resultados para os quais p<0,05. Nao observamos
diferencas significativas no padréo de distribuicdo de nucleos marcados com proteina Fos
na camada cinzenta intermediaria do CS (SGI) (Figura 20) entre animais com vibrissas

intactas (Vib) e aqueles cujas vibrissas foram removidas (VibX).
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Nossos resultados revelam diferencas significativas no padrdo de distribuicdo de
nacleos marcados com proteina Fos na camada branca intermediéria do CS (SAI) (Figura
21) entre animais com vibrissas intactas (Vib) e aqueles cujas vibrissas foram removidas

(VibX).
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Figura 18 — Fotomicrografia de cortes frontais do encéfalo de rato. A) Representacdo esquematica do CS (AP
6.00mm). B) Coloragé&o para observacgédo da citoarquitetura do CS, através do método de Nissl (coloragéo de tionina; x100). C-
H) Expressao da proteina Fos, marcadora de atividade neural no CSI (x40) ; de um animal habituado (C), de um rato com
vibrissas (Vib) (E) e um rato sem vibrissas (VibX) (G). A direita (D, F e H), detalhe da porcdo lateral das camadas
intermediarias do CS (x100). (MG: nucleo geniculado medial do tdlamo; PAG: substéncia cinzenta periaquedutal; SAl: camada
branca intermediéria; SAP: camada branca profunda; SC: Coliculo Superior; SCI: porcéo lateral das camadas intermediarias do
Coliculo Superior; SGI: camada cinzenta intermediaria; SGP: camada cinzenta profunda; SGS: camada cinzenta superficial;

SO: camada Optica).
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Figura 19: Representacdes esquematicas de cortes frontais do cérebro na regido do CS (AP 06.00mm)
de ratos imunorreagidos para deteccdo da proteina Fos em animais habituados (A); animais com vibrissas
intactas (Vib) (B); e animais sem vibrissas (VibX). (C). (SC: Coliculo Superior; SAl: camada branca intermediaria;
SAP: camada branca profunda; SGI: camada cinzenta intermediaria; SGP: camada cinzenta profunda; SGS:

camada cinzenta superficial; SO: camada Optica; PAG: substancia cinzenta periquedutal ; e AQ: aqueduto
cerebral.
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Figura 20 — O histograma mostra a densidade de células imunorreativas a proteina Fos na extremidade
lateral da camada cinzenta intermediaria (SGI) do CS em ratos com as vibrissas integras (Vib) e 48 horas apo6s a
remocgdo das vibrissas (VibX) (n=5 para cada grupo). Os valores representam o0 numero de células
imunorreativas a proteina Fos/mm®. Os dados foram expressos como Média + Erro padrao. Foi aplicado o Teste
estatistico de Mann-Whitney (p>0,05).
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Figura 21 — O histograma mostra a densidade de células imunorreativas a proteina Fos na extremidade
lateral da camada branca intermediéria (SAl) do CS em ratos com as vibrissas integras (Vib) e 48 horas ap0s a
remocgdo das vibrissas (VibX) (n=5 para cada grupo). Os valores representam o0 numero de células
imunorreativas a proteina Fos/mm®. Os dados foram expressos como Média + Erro padrdo. Foi aplicado o Teste
estatistico de Mann-Whitney (*difere significativamente do grupo Vib, p<0,05).
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5. DISCUSSAO

Iniciaremos a nossa discussdo com algumas consideracdes sobre o uso da proteina
Fos como marcadora de atividade neuronial para mapear funcionalmente circuitos neurais.

Em seguida faremos a discusséao dos nossos resultados.

5.1. Consideracfes metodoldgicas sobre o uso da pro  teina Fos como

marcadora de atividade neuronial

A proteina Fos € uma fosfoproteina, produto da expresséo proteica do gene c-fos.
Considerando-se que a atividade neuronial pode induzir diversas alteracdes na expressao
génica da célula pds-sindptica, temos que dentre 0s genes a terem sua expressao alterada
nestas circunstancias estdo os proto-oncogenes, também conhecidos como genes de acéo
precoce ou imediata. O gene c-fos € um proto-oncogene, cujo produto de expressdo génica
(proteina Fos) se liga ao DNA no nudcleo das células. Os proto-oncogenes participam da
codificacdo de proteinas que atuam, por exemplo, como fatores de crescimento celular,
receptores de membrana, proteina G e fatores de transcricdo (Curran e Morgan, 1995), que
tém a funcdo comum da participacdo na transmissdo da comunicacdo de processos
intercelulares, bem como intracelulares (Curran, 1992). Na maioria das células, os niveis
basais MRNA do gene c-fos, bem como a sua expresséo proteica, sao relativamente baixos
e quando ativados, como por exemplo pela estimulagéo fisiolégica de neurbnios primarios
sensoriais, ocorre a sua expressao (Cohen e Curran, 1989).

Morgan e Curran (1989) sugerem que a proteina Fos funciona como um terceiro
mensageiro nuclear que liga sinais extracelulares de curta duragdo com alteracGes na
funcdo celular em longo prazo através da regulacdo da expressdo de genes especificos.
Esta proteina se liga a proteina jun, formando um complexo heterodimérico fos-jun que por
sua vez se liga a sitios especificos do DNA, conhecidos como AP-1 (Curran e Franza, 1988)

e passam a regular a expressdo de alguns neurotransmissores, receptores e outras
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moléculas (Morgan e Curran, 1991,1995), podendo, desta forma, provocar mudangas nos
receptores de membrana, nos canais idnicos ou na expressao de um neurotransmissor.

A deteccdo imunohistoquimica da proteina Fos no sistema nervoso central é utilizada
como um importante marcador de atividade neuronal, podendo ser utilizada para mapear
funcionalmente circuitos neurais (Dragunow e Robertson, 1988; Morgan et. al., 1988;
Dragunow e Faull,1989; Comoli e Canteras, 1998; 2000; Comoli et al., 2005). Todavia
devemos ressaltar que essa técnica sofre vérias limitagcdes.

Diversos estudos tém mostrado que, independente do estimulo utilizado pra induzir
ativacdo neural, alguns sitios do sistema nervoso central ndo expressam a proteina Fos
(Dragunow e Faull, 1989, Wisden et al, 1990). Por outro lado, ap6s um dado estimulo, os
neurdnios ativados que ndo expressam a proteina Fos podem utilizar outros fatores de
transcricdo, tais como jun e krox, ou nestas células o0os mensageiros intracelulares
necessarios para regular a expressao do gene c-fos podem nao terem sido particularmente
mobilizados (Sheng e Greenberg, 1990). Feitas essas ressalvas podemos discutir os
resultados relativos a expresséo da proteina Fos no cérebro de ratos durante a execucgéo do

comportamento predatério em ratos.

5.2. Implicagbes funcionais do sistema sensorial da s vibrissas no

comportamento predatorio em ratos

Os comportamentos visuo-motores e reconhecimento visual de objetos tém sido
estudados em detalhes, enquanto pouco se sabe sobre representacdo tatil de objetos. Na
tentativa de entender o comportamento de orientacdo tatil Anjum et. al. (2006) avaliaram a
captura de grilos por musaranhos etruscos selvagens (Suncus etruscus), um dos menores
mamiferos. Os musaranhos, animais de alta taxa metabdlica e habito noturno, séo forcados
a capturar e matar uma grande quantidade de presas no escuro. Os autores concluiram, em
acordo com as conclusbes originais de Gilbson (1962), que na captura de presas por

musaranhos etruscos a percepc¢ao tatil é baseada no tato ativo, uma vez que suas vibrissas
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sdo altamente moveis durante o ataque e o0 contato com a presa resulta de movimentos
ritmicos ativos das vibrissas para frente e para tras, e rapidos movimentos proeminentes da
cabeca; e em menor extensdo de movimentos translacionais do corpo. Com a remocao das
vibrissas nesses pequenos mamiferos houve uma queda em 52% dos ataques.

Mediante nossas observagbes comportamentais iniciais de predacdo em ratos com
vibrissas intactas consideramos que o deslocamento da presa, assim como 0 contacto das
vibrissas eram estimulos fundamentais para desencadear a predacdo, e que esses
estimulos poderiam estar envolvidos com o aumento da marcagdo de Fos no CSI na
predacdo, uma vez que o CSI recebe aferéncias sensoriais de diversas estruturas
relacionadas a sensibilidade da face e das vibrissas.

Dessa forma, inicialmente, acreditivamos que a remoc¢do das vibrissas poderia
resultar em déficits comportamentais na caca de baratas em ratos, e revelar dados
anatdmicos muito relevantes referentes ao papel do CS na integracdo de informacdes
somatossensoriais, de outras modalidades sensoriais e motoras no contexto do
comportamento predatoério; e ainda revelar informacdes a respeito da integracdo da
informacgéo sensorial das vibrissas em outros sistemas neurais que podem ser alvos de
comunicacdo do CS, tais como sistemas estriatais dos ganglios da base; que contribuem
com a elaboracéo e planejamento motor da predacéao.

Assim, realizamos experimentos comportamentais com ratos com vibrissas intactas
(Vib), ratos cujas vibrissas foram removidas (VibX) e posteriormente ap0s a regeneracéo
das vibrissas (30 dias apds terem sido removidas) (VibR); associando a marcacdo da
proteina Fos ao comportamento predatdrio em ratos com vibrissas intactas (Vib) e ratos com
vibrissas removidas (VibX).

Obtivemos dados comportamentais de um grupo de 12 animais para compararmos
aspectos gerais do comportamento predatério antes e apO6s remocdo das vibrissas
(experimento # 1), em que avaliamos elementos comportamentais gerais como laténcia,

caca, contacto, duracdo do comportamento e outros, englobando autolimpeza, ingesta de
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agua, dormir, etc. Nossas observacbes do comportamento predatério em ratos com
vibrissas, no nosso laboratério, sugeriam que na captura da presa a percepcao tatil poderia
ser baseada na sensacdo passiva da deflecdo das vibrissas causada pelo movimento da
presa e ndo no tato ativo como nos musaranhos selvagens. Porém, interessantemente, 0s
ratos sem vibrissas foram capazes de capturar, segurar e manusear as presas, realizando
sequéncias de movimentos esteriotipados, e consumirem-nas, ou seja, sob 0s aspectos
gerais do comportamento obtivemos que mesmo sem as vibrissas os ratos desempenham
comportamento predatério satisfatério que resulta em captura e consumo das presas.
Inicialmente pensamos que o0 comportamento, que sob aspectos gerais foi satisfatorio,
poderia ser decorrente de informacdes olfativas, uma vez que o rato apresenta esse sistema
sensorial bastante agucado; ou até mesmo de informagfes visuais que também julgamos
poder ser importante para desencadear o comportamento predatorio.

Aparentemente nossos dados comportamentais revelam que as macrovibrissas
parecem ndo serem elementos essenciais para o comportamento predatorio dos ratos.
Entretanto, numa andlise mais detalhada do comportamento, observamos que animais sem
vibrissas aparentemente ndo tinham a mesma desenvoltura nos ataques as baratas como
mais visivelmente observavamos nos animais com vibrissas intactas. Muitas vezes o0s
ataques iniciados néo tinham continuidade na medida em que a presa rapidamente fugia
afastando-se do predador. Ainda, muitas vezes, ap0s uma captura, a presa escapava € 0
rato iniciava outro ataque na tentativa de recaptura-la, entretanto, nem sempre apresentava
desenvoltura em persegui-la. Dessa forma nos propuzemos a avaliar mais detalhadamente
0s ataques realizados por ratos antes e ap0s a remocdo das vibrissas, de modo que
guantificamos o0 numero de ataques certeiros em que num Unico movimento preciso o rato
agarra a presa e a traz para junto de si; ataques ndo certeiros que requerem uma sequéncia
de movimentos correcionais até que o rato consiga agarrar a presa; € o numero total de

ataques, durante uma sesséo comportamental de 20 minutos.
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Observamos que os animais sem vibrissas apresentaram uma reducdo significativa
do numero de ataques precisos, em que num Unico movimento o rato era capaz de manter
as presas em suas patas dianteiras ou na boca (ataques certeiros) e trazé-las junto de si.
Observamos, também, que apos sequéncias de ataques imprecisos (ndo certeiros) que sédo
efetuados tanto pelos ratos com vibrissas intactas (Vib) ou ap6s remocao das vibrissas
(VibX) os ratos acabam sendo capazes de manter as presas em sua posse e ingeri-las.

E importante mencionar que o padrdo de resposta dos animais sem vibrissas (VibX)
€ bem distinto dos animais que foram lesados bilateralmente com NMDA (Comoli e Canteras
, 2000). Os animais lesanados bilateralmente no CSI ndo conseguiam agarrar e manter as
presas em suas patas ou na boca e ingeri-las, uma vez que esses animais apresentaram
movimentos apraxicos da musculatura orofacial e das patas dianteiras, dai a dificuldade de
controlarem a abertura e fechamento do maxilar inferior e das patas, portanto, ndo serem
capazes de abocanhar efetivamente as presas; e também ndo agarra-las com as patas
dianteiras, e manuseé-las propriamente; consequentemente as presas escapavam com
facilidade apds varias tentativas de captura-las, resultando no fracasso da consumacéo das
mesmas. Aparentemente tais alteracdes comportamentais sado sugestivas de déficits
motores. Consideramos, ainda, que esses animais podem apresentar déficits sensoriais
sérios, uma vez que também demonstram falta de orientacdo em relagdo ao deslocamento
das presas. Freglentemente, mesmo se aproximando das presas, esses animais nao
detectam os movimentos de deslocamento das presas e elas passam despercebidas no seu
campo visual.

Nesse sentido é importante considerar a importancia das macrovibrissas na
investigacdo espacial para obtencdo de informacédo da distancia dos objetos no ambiente,
associados aos possiveis movimentos rostrocaudais das vibrissas que permitem um
escaneamento do espaco para orientacdo e deteccdo de objetos (ou seus contornos)
(Bretch et. al., 1997), no caso a deteccdo da localizacdo das presas, que se capturadas

seriam reconhecidas pelas microvibrissas; ou mesmo na dgeracdo de movimentos
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translacionais do corpo que sdo importantes para uma boa desenvoltura durante ataques e
perseguicdes as presas.

Também observamos em nossos experimentos (experimento # 2) com um grupo de
8 animais, que quando as vibrissas cresciam e atingiam o comprimento original eles
recuperavam significativamente os ataques certeiros as presas e melhoravam a
desenvoltura em perseguir as presas. Esses resultados mostram que de fato o uso das
vibrissas contribui para a qualidade dos ataques predatorios.

Nossos dados comportamentais sugerem fortemente que as vibrissas apesar de nao
serem fundamentais para desencadear o comportamento predatério, sdo importantes para
maior eficacia ou direcionamento para a ocorréncia de ataques precisos durante o
comportamento predatério, uma vez que elas podem ser vistas como 6rgdos sensoriais de
localizagdo de objetos e deteccdo a certas distancias, fornecendo informacdes espaciais
gue podem levar a localizacdo espacial de objetos a serem capturados (ver Bretch et. al.,

1997).

5.3. Dados anatdémicos e implicagbes funcionais noc  omportamento

predatdrio em ratos

Em nossos experimentos observamos o padrdo de marcacdo da proteina Fos
durante o comportamento predatério em ratos com vibrissas intactas (Vib) e ratos sem
vibrissas (VibX). Notamos diversas semelhancas no padrdo geral de marcacdo da proteina
Fos em diversos setores Corticais tais como Cortex Piriforme, Cortex Visceral, Amigdala e
Caudo-Putamen em animais com e sem vibrissas.

A intensa marcagdo no Cortex Visceral pode estar relacionada ao fato do animal
ingerir baratas ou ainda estar relacionada com mecanismos antecipatérios envolvidos na
ingesta das mesmas.

Interessantemente no sistema amidgaliano observamos consideravel marcacao de

Fos nos Nucleos Cortical Anterior, Central, Basolateral Anterior e Posterior, e Area de
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Transicdo Pds-piriforme. Tais setores amigdalianos apresentam conexdes entre si e
parecem compor um circuito instrinseco na amigdala que estaria particularmente envolvido
com a ingesta ou mecanismos antecipatérios relacionados ao ato alimentar (Petrovich et al,
1996). Esse sistema amigdaliano é aferentado por informac6es olfativas provenientes do
Cértex Olfativo, bem como informacdes gustativas e viscerais provenientes da Area
Parabraquial no tronco e pelo Cortex Visceral (Saper e Loewy, 1980; Bernard et al., 1993;
Krukoff et al., 1993; Yasui et al., 1991). Estudos indicam que a Area Parabraquial e o Cortex
Visceral integram o comportamento alimentar e, em particular, o processamento de
informacgfes relativas aos aspectos hedbnicos envolvidos no ato alimentar (Merali et al.,
1998; Hajnal et al.1998; Pomonis et al., 2000). E importante mencionar que a barata tem
cheiro bastante particular e pode exercer efeito motivacional no desencadeamento do
comportamento predatorio.

Julgamos que a intensa ativagdo do Cortex Somestésico em ratos com vibrissas
(Vib) seja devido ao fato do animal utilizar muito o senso tatil (vibrissas) e manipular
cuidadosamente a presa durante o ato predat6rio. Como era esperado, observamos grande
reducdo na marcacdo de Fos na é&rea de representacdo das vibrissas no Cortex
Somestéscio Primario (SSp) dos animais cujas vibrissas foram removidas (VibX). A pequena
marcagcdo observada no SSp desses animais pode estar relacinada a sensibilidade do
focinho e regido da boca.

Ainda observamos marcacdo em setores estriarais como o Fundo do Estriado e
setores ventrolaterais do Caudo-putdmen (CPvl). Esses setores podem estar fortemente
relacionados a organizacdo da seqiiéncia de agfes estereotipadas observada na predacéo.
Animais com les6es temporarias no estriado ventrolateral atacavam as presas apenas com
a boca, sem assisténcia das patas dianteiras e falhavam em desencadear ataques certeiros
com mordidas que matassem as presas de modo que essas permaneciam vivas e em
movimento (dos Santos et. al, 2007). Os autores sugerem que 0 estriado ventrolateral

implementa as a¢0es estereotipadas vistas durante a captura e manuseio das presas.
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De maior interesse no nosso estudo, observamos marcacdo de Fos no CSI de ratos
com vibrissas intactas (Vib) e de ratos sem vibrissas (VibX), em especial nos niveis
rostrocaudais intermediarios em que observamos um maior desenvolvimento do CS (AP O
6.0 mm).

Observamos um padrdo semelhante de marcagdo da proteina Fos na extremidade
lateral da camada intermediaria cinzenta do CS (SGI) de ratos com vibrissas intactas (Vib)
(n = 5) e animais sem vibrissas (VibX) que predaram insetos (n = 5). Com relacdo a
extremidade lateral da camada intermediaria branca do CS (SAl) observamos uma reducéo
significativa da marcacéo de Fos nos animais sem vibrissas.

Considerando que a maior parte das aferéncias sensoriais das porc¢fes laterais do
CS é proveniente das vibrissas e do focinho (Comoli e Canteras, 2000; Favaro e Comoli,
2009), e que as vibrissas ndo sao fundamentais para desencadear o comportamento
predatorio sugerimos que a expresséo de Fos observada na extremidade lateral da camada
intermediaria cinzenta do CS (SGI) de animais tanto com vibrissas quanto sem vibrissas
possa estar mais relacionada ao componente motor do comportamento predatorio.

J& uma reducdo significativa da marcacdo de Fos na camada intermediaria branca
do CS (SAIl) nos animais sem vibrissas provavelmente reflete a retirada da condugéo e
chegada de informag6es desse sistema sensorial até o CSI, uma vez que é sabido que esse
setor colicular recebe aferéncias das vibrissas através das projecdes indiretas através da ZI
(Kolmac et al., 1998; Comoli e Canteras, 2000, Favaro e Comoli, 2009), nucleo reticular
parvicelular (PARN), SSp (Comoli e Canteras, 2000; Hoffer et al., 2005; Favaro e Comoli,
2009), além de projecdes diretas do nacleo Principal do Trigémio (PrV) e do nucleo Espinhal
do Trigémio (SpV) (Killackey and Erzurumlu, 1981; Huerta et al., 1983; Comoli e Canteras,
2000; Favaro e Comoli, 2009).

Consequentemente a auséncia de informacdo das vibrissas poderia resultar numa
perda de integracdo sensério-motora entre as camadas branca e cinzenta do CSI que

possivelmente retardaria a iniciacdo de movimento de orientacdo em roedores (Nicolelis
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et.al., 1992) e consequentemente refletiria em diminuicdo de ataques precisos, uma vez que
as vibrissas podem ser consideradas 6Orgados sensoriais de localizagdo de objetos e
deteccdo a certas distancias, fornecendo informagfes espaciais que podem facilitar a
localizag&o espacial da presas e consequente direcionamento do movimento.

Os dados comportamentais e anatémicos de expressdo de Fos no CSI de animais
com e sem vibrissas referentes ao comportamento predatorio, em conjunto, sugerem
fortemente que a razdo pela qual animais lesados bilateralmente com NMDA apresentavam
déficits que impossibilitavam o sucesso na predacdo estd possivelmente mais fortemente
relacionada a perda do controle motor decorrentes da morte de células da extremidade
lateral das camadas intermediarias, especialmente a cinzenta. A perda de células na
camada branca do CS decorrente da lesao poderia estar envolvida com os possiveis déficits
atencionais também observados nos animais lesados. Diferentemente, em animais sem
vibrissas, a reducdo da atividade da camada intermediaria branca, consequentemente deixa
o rato menos provido de informagfes sensoriais espaciais que poderiam levar a localizagéo

espacial mais precisa das presas a serem capturadas.

5.4. Aiimportancia do Coliculo Superior na integra¢ ~ ao da informacao

sensorial e motora no comportamento predatorio

Ha uma surpreendente similaridade na organizagdo sensorial e motora do CS entre
os mamiferos, sugerindo que este esquema de organizagdo pode ter surgido antes do
aparecimento dos mamiferos recentes. Estudos executados por Barry E. Stein (Gather &
Stein, 1979; Stein, 1981) revelaram que o CS de mamiferos e o teto dptico de répteis séo
estruturas homélogas, e que o padréo topografico encontrado representa um plano de
representacdo sensorial que existiu nos antigos répteis e que foi retido durante a evolucéo
para os mamiferos ha mais de 180 milhdes de anos.

Filogeneticamente, o CS é uma estrutura antiga, responsavel pelas transformacfes

requeridas para direcionar a fixacdo do olhar em direcdo de um evento biologicamente
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significante ou inesperado, ou desviar o olhar desse evento (Dean et. al., 1989; Sparks, D.L.,
1986; Stein e Meredith, 1993; Wurtz e Albano, 1980).

O CS engloba um numero varidvel de camadas ricas em células e fibras alternantes
(Kanaseki e Sprague, 1974; Reiner, 1994), apesar da distincdo funcional se dar entre as
camadas superficiais que recebem impulsos visuais retinotdpicos organizados
espacialmente; e as camadas profundas que recebem numerosos impulsos modulatérios
multi-sensoriais e n&o-sensoriais (Casagrande et.al. 1972; Dean et al.,, 1989; Stein e
Meredith, 1993; Sefton e Dreher, 1995).

Estudos em gatos corroboram a idéia de que o deslocamento da presa e mesmo o
contacto das vibrissas parecem ser estimulos fundamentais para desencadear o
comportamento predatério, uma vez que experimentos eletrofisiol6gicos mostram neurdnios,
nas camadas profundas e intermediarias do CS, que disparam na presenca de objetos que
se deslocam no campo visual (Grantyn e Berthoz, 1985; Dean e Redgrave, 1984). Ndo
temos evidéncia de registros eletrofisiolégicos em ratos relacionando a sensibilidade das
células do CSI ao deslocamento de objetos no campo visual, porém sabe-se que essas
células tectais apresentam alteracdes eletrofisiolégicas mediante estimulos sensorais
aplicados na face e nas vibrissas e parecem fazer parte de um sistema diferentemente
responsivo a estimulo somatico da regido perioral e que pode ser usado para guiar objetos
para a boca, como por exemplo “reflexo de morder” (Dean et al., 1989; Redgrave, 1990;
Keay et al., 1990b); e que lesdes na regido do CS comprometeram a orientacdo destes
animais a partir de estimulos multisensoriais (Burnett et al., 2004).

Ainda, registros eletrofisiolégicos nas camadas intermediarias laterais e posteriores
do CS sugerem que o CS faga parte da al¢ca sensoério-motora no sistema de vibrissas na
mediacdo da orientagdo em associagao as aferéncias provenientes do sistema trigeminal do
rato (Hemelt e Keller, 2007). Ainda, em ratos, o CS é uma das poucas estruturas que

exibem respostas sensoriais multimodais com laténcia consistente inferior a 70 ms e de
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curta duracdo (Coizet et al., 2003), e ainda é sensivel a eventos inesperados ou
biologicamente significantes, como a presenca de uma presa.

Informacgdes aferentes que chegam ao CSI tais como aquelas provenientes da regido
de representacdo das vibrissas e do focinho parecem desempenhar um papel na iniciacao
de movimento de orientacdo em roedores (Nicolelis et al., 1992). Assim, acreditivamos que
o deslocamento da presa e mesmo 0 contacto das vibrissas parecia ser um estimulo
fundamental para desencadear o comportamento predatorio; os dados anatémicos prévios
sugeriam que esses estimulos também poderiam estar envolvidos com o aumento da
expressdo de Fos no CSl durante a predacdo. Nossos resultados mostram que o0s estimulos
provenientes das vibrissas ndo sado fundamentais e nem responsaveis por desencadear o
comportamente predatorio, mas por outro lado, elas sdo importantes para maior eficacia ou
direcionamento para a ocorréncia de ataques precisos durante o comportamento predatorio,
uma vez que elas podem ser vistas como 6rgdos sensoriais de localizacdo de objetos e
deteccdo a certas distancias, fornecendo informag¢des espaciais que podem levar a
localizagdo espacial de objetos a serem capturados (ver Bretch et. al., 1997). Os dados
anatdmicos mostram que informacgfes sensoriais das vibrissas estdo envolvidas com parte
da ativagédo do CSI, em especial na camada intermediaria branca (SAI).

Em roedores, uma distincdo funcional pode ser possivel entre 0os setores mediais
(campo visual superior) e laterais (campo visual inferior) (Dean et al., 1989; Comoli e
Cedraz-Mercez, 2009). Uma vez que nesses animais a maior parte dos estimulos
ameacadores surge de cima, a por¢cdo medial do CS parece estar mais envolvida com
defesa, enquanto estimulos provenientes do campo visual inferior tipicamente eliciam
comportamento apetitivo e de aproximacdo (Dean et al. 1988; Dean & Redgrave, 1991).
Evidéncias do nosso laboratério mostram que as por¢cbes mediais do CS integram
informagfes associativas, contextuais e motivacionais relacionadas ao predador e
provenientes de sistemas neurais envolvidos na resposta de medo, enquanto as porc¢des

laterais recebem informagfes de sistemas sensoriais, em especial somatossensoriais da



61

regido das vibrissas e focinho e parecem fazer parte de um sistema responsivo a estimulos
da regido da face e orofacial no sentido de afastamento de estimulos nocivos e aproximagao
a estimulos apetitivos tais como as presas.

E sabido que as vias de saida das porcdes laterais e mediais do CS fazem
contactos, preferencialmente com nucleos pré-motores do tronco encefalico (Yasui et al.,
1994, 1995; Shammah-Lagnado et al., 1999; Holstege et al., 1977; Jich e Rokx, 1988; Li et
al., 1995; Mogoseanu et al., 1993; Dobbins e Feldman, 1995) responséaveis por direcionar o
animal no sentido de estimulos salientes inesperados ou desvia-lo, respectivamente

(Redgrave et al., 1986; 1987; 1993). Em estudo com Phaseolus vulgaris, Comoli e Canteras

(2000) sugerem que o CSl faz parte de um sistema de deteccdo da presenca de objetos em
movimento no ambiente; e pode exercer controle direto sobre movimentos oculares,
orofaciais e dos membros dianteiros através de projecdes descendentes; e modular a
resposta motora comportamental via influéncias de projeces ascendentes sobre o circuito
dos ganglios da base e cerebelo (Comoli e Canteras, 2000).

Assim sendo nossos resultados em conjunto com dados de literatura evidenciam o
importante papel do Coliculo Superior na integracdo sensorio-motora de comportamentos
motivados tais como a predacdo de insetos, que representa um comportamento motivado

fundamental que executa um papel critico na manutengéo de varias espécies.
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6. CONCLUSAO

Os relatos apresentados nesse trabalho séo de extrema importancia e permitiram um
entendimento mais refinado do papel do coliculo superior no processamento de informacgdes
sensoriais e elaboragdo de padrbes motores, permitindo maior elucidagdo da sua
participacdo no contexto do comportamento predatorio.

Nossos experimentos sugerem fortemente que as vibrissas apesar de ndo serem
fundamentais para desencadear o comportamento predatério, elas sdo importantes para
maior eficacia ou direcionamento para a ocorréncia de ataques precisos durante o
comportamento predatério, uma vez que elas podem ser vistas como 6rgdos sensoriais de
localizagdo de objetos e deteccdo a certas distancias, fornecendo informacdes espaciais
que podem levar a localizacdo espacial de objetos a serem capturados (ver Bretch et. al.,
1997).

Os dados de Fos no CSI sugerem fortemente que a raz&o pela qual animais lesados
bilateralmente com NMDA na regido do CSI apresentavam déficits que impossibilitavam o
sucesso na predagcdo esta possivelmente mais relacionada a perda do controle motor
decorrentes da morte de células da extremidade lateral das camadas intermediarias,
especialmente a cinzenta. J4 a perda de células na camada branca do CS estaria envolvida
com os possiveis déficits atencionais. Diferentemente, em animais sem vibrissas, a reducéo
da atividade da camada intermediéria branca sugere que o rato fica menos provido de
informacgfes sensoriais espaciais que poderiam levar a localizagdo espacial mais precisa
das presas a serem capturadas.

Nossos resultados em conjunto com informacfes da literatura evidenciam o
importante papel do Coliculo Superior na integracdo sensorio-motora de comportamentos

motivados.
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Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica
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Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica
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Baixar livros de Saude Coletiva
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Baixar livros de Turismo
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