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RESUMO

O Coliculo Superior (SC) é conhecido por apresentar diversas fungbes que
modulam a caga predatoria. Neste estudo, investigamos as fun¢des do SC em ratos
expostos a caca de insetos.

Primeiramente, verificamos que o comportamento predatério induz uma
distinta ativagéo da porgao lateral do SC (SCI). Para entender as potenciais fung¢des
dessa regiao colicular, foi analisado o comportamento predatério antes e apds
lesdes bilaterais iontoforéticas por NMDA do SCI. Animais com SCI lesados ficaram
menos motivados a perseguirem as baratas, falharam para se orientarem na diregao
do movimento das presas e quando tentaram capturar as presas, eles apresentaram
sérios déficits para captura-las e segura-las eficientemente. Por outro lado, animais
com lesdes da por¢cado medial do SC (SCm) apresentaram apenas um aumento da
laténcia para iniciar a caga, enquanto os outros parametros nao diferiram
significantemente dos animais intactos.

Posteriormente, examinamos as conexdes eferentes do SCl e do SCm
usando como tragcador anterégrado a leucoaglutinina do Phaseolus vulgaris.
Notamos projegdes densas do SCI para a regido rostral da coluna lateral da matéria
cinzenta periaquedutal (PAGI), um setor criticamente envolvido no controle dos
aspectos motivacionais relacionados aos comportamentos de caca predatoria e
forrageamento. Além disso, o SCI se projeta densamente para o tadlamo dorsal,
especificamente para os nucleos ventral lateral, central medial e paracentral do
talamo, os quais sabemos que se projetam para setores estriatais ou para areas
motoras corticais, que provavelmente estdo envolvidas no ajuste da agdo motora
durante a captura das presas. O SCm, por sua vez, aferenta densamente a coluna
dorsolateral da PAG, nucleo cuneiforme, e nucleos reticulares mesencefalico e
pontino, que sao setores envolvidos na elaboracdo de respostas defensivas, além
disso, o SCm se projeta esparsamente para os nucleos posterior lateral e

suprageniculado do complexo geniculado medial.



ABSTRACT

The superior colliculus is classically known to present a number of functions
that fit hunting behavior. In the present study, we investigate the potential roles of the
superior colliculus in rats displaying insect hunting.

First, we have found that predatory hunting induces a distinct activation of the
lateral region of the intermediate layer of the superior colliculus (SCI). To understand
the potential roles of this collicular region, we analyzed the hunting performance
before and after iontophoretic NMDA lesions bilaterally placed into the SCI. Animals
with SCI lesions were clearly less motivated to pursue the roaches, failed to orient
themselves toward the moving prey, and whenever the SCl-lesioned rats tried to
catch the roaches, they presented serious deficits to capture and hold them
efficiently.

Next, we examined the SCI efferents connections using Phaseolus vulgaris
leucoagglutinin as an anterograde tracer. Of particular relevance, we noted that the
SCI projects to the rostral lateral periaqueductal gray, a site critically involved in
controlling motivational drive to chase prey and forage. In addition, the SCI also
present particularly strong projections to the dorsal thalamus, aimed at the ventral
lateral, ventral medial, central medial and paracentral nuclei of thalamus, all of which
known to project either to striatal sites or to cortical motor areas, likely to be involved
in adjusting the motor action during prey capture. Therefore, the SCI, which seems to
present cells responding to prey displacement in the temporal field, presents
important arms to the periaqueductal gray and dorsal thalamic sites, influencing,

respectively, the motivational drive and the motor skills to hunt.
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Em mamiferos, o coliculo superior (SC) forma parte do teto do mesencéfalo e
aparece como uma protuberancia em ambos os lados da linha média, abaixo da
parte posterior do cértex cerebral. Ja em outros vertebrados, o SC € homdlogo ao
teto dptico, que gragas a evolugdo do néocortex nos mamiferos, é tradicionalmente
conhecido por desempenhar um papel mais importante na integracdo sensorio-
motora que o préprio SC (King, 2004).

De acordo com Huber & Crosby, 1943 e King, 2004 o SC possui uma
organizacgao laminar e pode ser subdividido anatomica e funcionalmente em:

e camadas superficiais (zonal, cinzenta superficial e éptica);
¢ intermediarias (cinzenta e branca);
e profundas (cinzenta e branca).

As camadas superficiais parecem apresentar um papel exclusivamente
sensorial, em contrapartida, as camadas intermediarias e profundas integram outras
modalidades sensoriais e motoras (Stein, 1981; King 2004). As células das camadas
profundas podem apresentar uma “facilitacdo multisensorial” sendo capazes de
responder a uma combinag¢ao de dois ou mais estimulos sensorios, uma vez que os
neurdnios dessas camadas podem responder a estimulos auditivos, tateis e visuais,
0 que € bastante importante para a localizacdo de eventos biolégicos como um
predador ou uma presa (King, 2004). As camadas superficiais e profundas sao
divididas pelo estrato Optico, uma camada de axénios originarios de células
ganglionares da retina.

O SC é um dos principais alvos retinianos, e de fato recebe projecdes de
virtualmente todas as células ganglionares da retina (Linden & Perry, 1983). Em
particular, as camadas superficiais sdo inervadas diretamente por fibras retinianas
ou indiretamente via cértex visual e por sua vez, se comunicam com as camadas
intermediarias e profundas (King, 2004).

De modo geral, o SC esta envolvido na localizagédo espacial e ndo na
identificacdo do estimulo visual, e desta forma pode ser qualificado como um
detector de eventos (Schiller & Koerner, 1971). Em vertebrados ndao mamiferos, esta
estrutura é o principal sitio de integracéo sensério motora, podendo ser considerado
parte critica da circuitaria para orientagao de decisdes sensoério-guiadas (Hikosaka et
al., 2006; Krauzlis et al., 2004; Lo and Wang, 2006).

Além de estar envolvido com orientacdo, o SC também esta relacionado com
a exploracdo de um ambiente novo (Dean et al.,1980). Weldon and Smith (1979)
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relataram em seu trabalho que ratos com les&o colicular apresentam déficits de
orientagdo, atencdo e de processamento espacial além de ficarem menos
responsivos a introdu¢ao de um novo estimulo.

Outros estudos realizados em roedores baseados na estimulagcdo do SC
sugerem que esta estrutura medeia pelo menos duas classes de respostas a um
estimulo visual novo (Dean et al., 1989). Uma dessas classes de respostas contém
uma classica reacao de orientagdo, com movimentos de segmento, apropriados para
estimulos sensoriais ndo identificados e aparentemente inécuos como seguir uma
presa. A segunda classe de respostas é caracterizada por reacdes defensivas, como
por exemplo, congelamento e fuga acompanhados de reagdes cardiovasculares, que
sdo apropriadas para uma situagdo de emergéncia como a presenga de um
predador ou um objeto que vem em rota de colisdo. De acordo com estes estudos
estas respostas dependem das camadas intermediarias e profundas do SC, sendo
que as respostas de aproximagao e seguimento do estimulo sdo organizadas na
porcao lateral, enquanto que as respostas de defesa sdo organizadas na porg¢ao
medial (Sahibzada et al., 1986).

Como ilustramos na Figura 1, estudos de nosso laboratério, investigando a
expressao da proteina Fos, mostram que ratos expostos ao gato apresentam uma
ativacao da porcdo medial do SC (Fig. 1 A), enquanto que apds a caga predatoria de
insetos, os ratos apresentam uma ativacdo particularmente visivel na porcéao lateral
do SC (Fig. 1B). Dessa forma, estes achados anatomo-funcionais nos permitem
definir com certa exatidao os dois campos funcionais das camadas intermediarias e

profundas do SC.

s

L ESm

Figura 1. Distribuicdo da proteina Fos na regido do CS de ratos apos exposi¢do ao gato (A) e apds

caca de insetos (B).
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Estudos eletrofisiologicos indicam que as células destes campos funcionais
do SC sao sensiveis a diferentes tipos de estimulos visuais. Assim, as células das
regides mediais das camadas intermediarias e profundas respondem a estimulos
localizados na parte superior do campo visual que aumentam de tamanho
rapidamente, mimetizando um predador atacando sua presa. Enquanto que as
células da regiao lateral do SC, respondem a pequenos pontos que se movimentam
no campo visual inferior e lateral, bem como a estimulagdo das vibrissas, sendo,
portanto, adequadas para a detecg¢ao de presas (Westby et al., 1990).

E importante considerar também, que os diferentes campos funcionais do SC
podem ser modulados por estruturas que informam acerca da situagao
comportamental dos animais. Neste sentido, € interessante comentar que em nossos
experimentos de exposi¢cao ao gato, ndo houve um ataque real de um predador que
pudesse justificar a ativacdo das por¢cdes mediais do SC.

Contudo, sabemos que estas regides do SC sdo densamente inervadas por
elementos que compdem o circuito hipotalamico de defesa, em particular pelo nucleo
pré-mamilar dorsal (Canteras, 2002). O mesmo raciocinio pode ser aplicado para a
regidao lateral do SC, potencialmente envolvida na detecgédo das presas, que é
densamente inervada por neurdnios da parte lateral da substancia negra reticulada,
que faz parte de um circuito que envolve a regiao ventrolateral do estriatum, a qual
esta particularmente mobilizada durante o ato predatorio (Comoli et al., 2005) e que
aparentemente, codifica a sequéncia estereotipada de movimentos vistos durante a
cacga aos insetos (Dos Santos et al., 2007). Corroborando estas idéias, Chevalier e
colaboradores (1985) mostraram que as respostas de neurdnios da porgao lateral do
SC aos movimentos das vibrissas sao potencializadas com a inativagao
farmacolégica dos neurdnios GABAérgicos da substancia negra lateral e que esta
manipulacdo também promove nos ratos, um aumento da tendéncia de morder e
perseguir objetos que estimulem as vibrissas.

Além disso, Werner e colaboradores (1997a,b) correlacionaram as atividades
de neurdnios situados no SC a movimentos dos bracos durante uma tarefa motora.
Nesse trabalho, os autores observaram que neurdnios localizados nas camadas
profundas e intermediarias do SC, podem estar envolvidos com a iniciacdo e a
execucao do ato motor, atuando como estacao relé de informacdo motora para a
periferia, via tecto-espinal; e poderia dessa forma, influenciar comandos

provenientes de outros centros motores, organizando também a interagcdo entre
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movimentos oculares e dos membros dianteiros. Também, em recente trabalho,
Courjon e colaboradores (2004) demonstraram que a estimulagéo elétrica do SC,
causou mudancgas no direcionamento e na velocidade dos movimentos guiados das
patas dianteiras de gatos treinados para pegarem alimento, demonstrando a
contribuicdo dessa regiao mesencefalica neste comportamento.

Uma série de estudos tem implicado a por¢do medial do SC na organizagao
de respostas de defesa (ver Bittencourt et al., 2005). Foi mostrado também em
hamsters, que a leséo colicular produz déficits na predacéo de insetos, em particular
nos movimentos de orientacao e seguimento das presas (Finlay et al., 1980).

Assim, o SC pode acessar respostas comportamentais diversas que sao
apropriadas para cada um dos diferentes tipos de estimulos visuais novos. Uma
familia de respostas contém as reagdes de orientagdo e seguimento direcionadas,
por exemplo, para uma presa que se movimenta no campo visual inferior ou lateral e
outro grupo de respostas, inclui as respostas defensivas a estimulos que sinalizam
perigo, como o ataque de um predador. Diversos estudos anatémicos diferenciam as
provaveis vias descendentes que medeiam cada uma destas diferentes classes de
estimulo. Assim, as respostas de orientagdo, parecem depender de uma via teto-
espinal cruzada, enquanto que uma via descendente ipsolateral para o nucleo
cuneiforme parece ser critica para a mediagao das respostas de defesa (Westby et
al., 1990; Yasui et al., 1994).

O comportamento de caga predatoria possui um elevado grau motivacional e
representa uma resposta inata critica para a sobrevivéncia dos animais (Einsenberg e
Leyhausen, 1972). Muito do que se sabe a respeito das bases neurais deste
comportamento, deriva de estudos das décadas de 60 e 70, que através do uso de
técnicas lesdes e estimulagao elétrica em ratos e gatos, sugeriram que a organizagao
neural do ataque predatorio, depende de sitios localizados ao longo de uma via que
inclui o hipotalamo lateral, sendo mediado por uma via descendente que inclui a area
tegmental ventral e o tegmento reticular mesencefalico e pontino (Egger e Flynn,
1963; Sheard e Flynn; 1967; Chi e Flynn, 1971; Bandler et al., 1972; Berntson, 1972,
1973; Proshansky et al., 1974). Contudo, devido a limitagcbes metodoldgicas, estes
achados nao garantiram uma definicao clara acerca da base neural que de fato esta
envolvida na organizagdo do comportamento predatorio.

Portanto, para que condicbes naturais fossem reproduzidas e assim

aproximassem os dados da realidade, seria necessario utilizar-se de presas que o
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predador normalmente caga em seu habitat natural. Dessa forma, Karli e
colaboradores (Vergnes e Karli, 1963, 1972; Chaurand et al., 1972; Vergnes, 1975)
utilizaram-se do paradigma do “mouse-killing” para mimetizar a caga predatoria, o
qual, todavia, apresentou diversas limitacbes uma vez que uma pequena
porcentagem dos ratos (ao redor de 16 %) (Vergnes, 1975) expressou tal
comportamento, mesmo apds a condigao de privagao alimentar de alguns dias. Além
disso, durante o confronto direto com um camundongo, os ratos frequentemente
apresentarem reagdes defensivas, tais como congelamento motor e fuga, os quais
divergem completamente do comportamento de ataque predataorio.

Nesse sentido, a utilizacdo do paradigma de caca a insetos, parece uma
condicdo bastante apropriada para a investigagdo do comportamento de caga
predatdria em ratos. Conforme descrito por Rebougas e Schmidek (1997), as baratas
sdo presas apropriadas ja que sao relativamente inécuas e podem ser facilmente
abatidas, sem desencadear uma cascata de reagbes defensivas nas diferentes
linhagens de ratos submetidas aos testes. Considerando a voracidade que os ratos
apresentam para consumir as baratas, estas sao supostamente muito palataveis e,
por sua vez, exigem motivacao e habilidade motora de seus predadores.

Ao serem expostos as baratas, os ratos apresentam uma série de acgdes
caracteristicas do comportamento predatorio imediatamente apos a introdugao
dessas presas na caixa de teste (Comoli et al., 2005). Esse comportamento pode ser
diferenciado de outros, com base nos padrées motores emitidos pelo animal
atacante.

De acordo com a descricdo de Comoli et al., 2005, primeiramente o animal
fareja vigorosamente em torno da caixa e quando as presas sao localizadas, o rato
se direciona em relagdo a elas, perseguindo-as e apreendendo-as pelo abdémen
utilizando as patas dianteiras ou mesmo a boca. Apos a apreensio, o rato vira o
inseto imobilizando-o imediatamente e arranca-lhe a cabeg¢a. Normalmente, quando
consegue segura-la, ele se direciona sempre para o mesmo canto da caixa como se
estivesse protegendo o que lhe pertence de outro possivel predador (“‘dodging
behaviour”) e entdo comecga a comé-la.

Em trabalho realizado por Comoli e colaboradores, 2005, utilizando-se o
procedimento de imunoistoquimica para detec¢cdo da proteina Fos, os autores
caracterizaram areas do Sistema Nervoso Central envolvidas na execugao desse

comportamento (Comoli et al., 2005). Conforme ilustramos na Figura 2, durante a
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cacga aos insetos existe a mobilizagdo de um circuito particular da amigdala formado
pela area de transi¢cdo pos-piriforme (TR), parte anterior do nucleo cortical (COAa),
parte anterior do nucleo basomedial (BMAa), parte posterior do nucleo basomedial
(BMAp) e parte medial do nucleo central da amigdala (CEAm), bem como sitios
afiliados no nucleo intersticial da estria terminal (nucleo rombdéide — BSTrh) e no
hipotalamo lateral (nucleo parasubtalamico — PSTH). Notadamente, neste circuito
amigdalar convergem informagdes olfativas e gustativas e desta forma ele parece
muito importante para codificar os valores hedonicos relacionados a presa. Como
ilustrado na Figura 2, através de suas conexdes com diversas regides do tronco
encefalico, este sistema pode influenciar as respostas digestivas e metabdlicas,
possivelmente ligadas ao consumo e motivagao para perseguir e capturar as presas,
bem como a sequéncia de atos motores ligados ao comportamento caca predatéria.
De particular relevancia, a caga predatoria induz um padrédo de ativagdo da
matéria cinzenta periaquedutal (PAG) que parece oposto aquele observado em
resposta a exposicéo direta ao predador (Comoli et al., 2003). Além disso, foi
demonstrado que a PAG é uma peca extremamente importante para o controle
motivacional durante a cacga predatéria, ja que animais com lesdes em setores
especificos dessa estrutura mobilizados durante a predacao (parte lateral da PAG)
apresentam um aumento da laténcia para iniciar a perseguicao e captura das presas

(Sukikara et al., 2006; Sukikara et al., 2009).
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Figura 2. Esquema dos circuitos envolvidos na organizagcéo da caga predatéria. Modificado de Comoli
et al. 2005.

A caca predatoria também mobiliza setores especificos do caudoputamen, em
particular, a parte intermediaria da regido ventrolateral, que tem sido implicada no
controle dos movimentos orofaciais e das patas dianteiras durante o comportamento
alimentar (Dunnett e lversen, 1982; Pisa, 1988; Pisa e Schranz, 1988; Bakshi e Kelley,
1991; Salamone et al., 1993). Aqui € importante ressaltar que injegdes de anfetamina
neste local do estriado estimula o comportamento alimentar em animais ja saciados
(Baker et al., 1998). Como esquematizado na Figura 2, esta regido estriatal recebe
parte de sua inervagdo dopaminérgica do campo retro-rubral (RR) que € fortemente
aferentada por elementos do circuito amigdalar e afiliados do nucleo intersticial da
estria terminal mobilizados durante a caga predatdria. Outro ponto interessante a ser
ressaltado € o fato de que esta regido ventrolateral do caudoputamen, a semelhancga
de outros setores estriatais (ver Cromwell e Berridge, 1996), esta envolvida com a
sequéncia estereotipada de movimentos observados durante a caga predatéria (Dos
Santos et al.,2007).
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Objetivos




Objetivos gerais

O presente trabalho tem como objetivo investigar o papel do SC na

caca predatoria.

Objetivos especificos

e Investigar o padrdao de expressao da proteina Fos no SC de ratos que
realizaram a caca de insetos;

¢ Analisar sistematicamente o papel funcional do SC no comportamento
de cacga predatéria, a partir de lesdes bilaterais por NMDA das suas
por¢cdes medial e lateral;

e Analisar do padrao de projegao eferente das por¢des lateral e medial
do SC, utilizando como tragador anteréogrado a leucoaglutinina do
Phaseolus vulgaris (PHA-L);

e Correlacionar o padrdao de projecao eferente das porcdes lateral e
medial do SC com os efeitos observados pela lesao neuroquimica por
NMDA.
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Materiais e Métodos




Em todos os experimentos foram utilizados ratos albinos (Rattus rattus,
linhagem Wistar), machos, adultos, pesando entre 260 e 300 gramas (n= 48 ), com
agua e comida ad libitum e mantidos em periodo de claro-escuro de 12/12 horas
(luzes acesas as 6h00). Os animais foram criados no Biotério Central do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo e posteriormente transferidos
para o Biotério do Departamento de Anatomia com sete dias de antecedéncia aos
experimentos, para permitir um periodo de adaptacdo. Todos os protocolos foram
aprovados pela “Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal” do ICB e estdo de

acordo com as normas da “National Academy of Science” (2003).

I — Analise do padrao de ativagcao da proteina Fos no SC durante a caca

predatoria:

Foram utilizados dois grupos de animais para a analise do padréao de ativagao
do SC. Um grupo foi submetido a caga predatéria (n= 5) e o outro grupo (n= 5)
passou apenas pelos procedimentos histoldgicos, servindo, portanto, como grupo
controle.

Para os testes comportamentais, os animais foram previamente alojados e
individualizados em uma caixa de acrilico (50x35x16cm) com uma pequena janela
que se abria e fechava para a introducao de insetos, conforme ilustrado na Figura 3,

sete dias antes da realizagdo dos experimentos.

15 cm

f\

50 cm
Figura 3. Aparato experimental utilizado nos testes.
Os animais foram manuseados diariamente pelo mesmo experimentador que
conduziu os testes comportamentais. Apos o periodo de habituacdo os ratos foram
submetidos ao teste, que eram realizados sempre entre 12:00h e 13:00h e tiveram

duracédo de 30 minutos. Através da janela presente na caixa moradia eram
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introduzidas cinco baratas maduras (Periplaneta americana) obtidas no Zooldgico de
Séao Paulo e entdo, os ratos iniciavam a caca aos insetos. Todos os animais testados
tiveram agua e ragao disponiveis durante todo o tempo, sendo retirada a maravalha
duas horas antes do teste para que as baratas pudessem ser visualizadas pelo rato.

Noventa minutos apds os testes comportamentais, os animais foram
anestesiados com uma injegao intraperitoneal de hidrato de cloral (Merck) 0,2% na
propor¢cao 0,4ml/100g de peso corpéreo. Em seguida, através de uma bomba
peristaltica (Cole Parmer) os animais foram perfundidos por via trans-adrtica
inicialmente com 150ml de uma solugdo salina 0,9%, seguida de 900ml de uma
solugao fixadora de paraformaldeido a 4% diluido em agua destilada. Os encéfalos
permaneceram na caixa craniana por 3 horas antes de serem removidos e
transferidos para uma solugdo contendo sacarose 20% em tampao fosfato de
potassio, onde permaneceram por aproximadamente 12 horas.

Em seguida, cortes frontais seriados, com 40um de espessura, foram obtidos
utilizando-se um micrétomo de congelagcado (Carl Zeiss). Foram colhidos quatro
cortes e desprezado um, de forma que a distdncia entre os cortes do mesmo
compartimento fosse de 200um.

Uma série de cortes foi utilizada para detecgdo imunoistoquimica da proteina
Fos e outra corada pelo método de Nissl, com tionina 0,25% como corante, para
servir como referéncia citoarquiteténica.

Inicialmente, os cortes foram incubados em uma solu¢cdo de tampao fosfato
de potassio 0,02M contendo triton X-100 a 0,3%, soro normal de cabra a 2% (Vector
Laboratories) e anticorpo primario anti-Fos obtido em coelho (Ab-5/0ncogene
Research Products) numa diluicdo de 1:20.000, sob agitagdo constante, a 4°C,
durante 72 horas. Para localizagdo do complexo antigeno-anticorpo os cortes foram
incubados por 1 hora e 30 minutos no anticorpo secundario biotinilado feito em cabra
(Biotinylated anti-Rabbit IgG, Vector Laboratories) na diluicdo 1:200. O complexo
antigeno-anticorpo foi visualizado usando-se a técnica de imunoperoxidase com o
complexo biotina-avidina (ABC Elite Kit, Vector Laboratories) para ligar a peroxidase
ao complexo antigeno-anticorpo, seguindo o protocolo de Itoh e cols. (1979), ou
seja, apods lavagens sucessivas, os cortes foram incubados em uma solugéo
contendo 50mg de tetrahidrocloreto de 3-3'diaminobenzidina (DAB), 0,6mg de

glicose oxidase, 40mg de cloreto de amonio e 2ml de solu¢gdo aquosa de sulfato de
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niquel a 10% em 100ml de tampao fosfato de sodio 0,1M, por 5 minutos. Em
seguida, foi adicionada a R-D-glicose (Sigma), e a reagdo enzimatica interrompida
apo6s um periodo de tempo variavel, em geral em torno de 15 minutos.

Por fim, os cortes foram montados em laminas recobertas com gelatina,
desidratados e recobertos com DPX (Aldrich Chemical Co.).

O mesmo procedimento de perfusao, histologia e detecgao imunoistoquimica

foi realizado para os animais do grupo controle.

A quantificagdo comparativa das células imunorreativas a proteina Fos, nos
animais controles e nos animais submetidos ao comportamento predatério, foi
realizada a partir de desenhos semi-esquematicos feitos através de observagdes em
microscopio (objetiva 10X) acoplado a uma camera lucida, das porgbes medial,
intermediaria e lateral do coliculo superior. Em cada porcdo foi desenhado um
reticulo de 30 mm? utilizando-se ocular quadriculada (Grid) para delimitar a area em
que as contagens das células marcadas seriam realizadas.

Para a analise estatistica foi utilizado o Teste U de Mann-Whitney (Programa
Prisma 5.0) para as comparacbes das densidades de células imunorreativas a
proteina Fos das porgcbes especificas (medial, intermediaria e lateral) entre os
grupos controle e submetidos ao teste predatério. Também foi utilizada a Analise de
Variancia (ANOVA) nao paramétrica (Kruskal-Wallis) comparando todas as porgoes
nos dois grupos experimentais. Os resultados foram expressos em média * erro-

padrao, considerando-se significante sempre que p < 0,05.

Il — Avaliar o papel funcional das porgées lateral e medial do SC no
comportamento de caca predatéria, a partir de lesées neuroquimicas por
NMDA

Primeiramente, os animais foram anestesiados por via intraperitoneal com uma
solugdo de Pentobarbital (0,3ml/100g) e em seguida posicionados em aparelho
estereotaxico para receberem um depdsito iontoforético bilateral de uma solugao de
NMDA (N-Methyl-D-Aspartic Acid, Sigma) a 0,15M. Seis animais receberam o
depdsito na porgao lateral do SC (SCl), situado no sentido rostrocaudal do pélo caudal
do nucleo de Darkschewitsch até a metade rostral do nucleo 6culomotor e cinco
animais receberam o depdsito na por¢gao medial das camadas intermediarias do SC

(SCm). Os depdsitos foram feitos através de micropipetas de vidro com diametro
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interno de ponta da ordem de 40um, mediante aplicagao de -15uA de corrente pulsatil
(7seg “on”, 7 seg “off’) durante 15 minutos, provida de uma fonte de corrente
constante (Midgard Eletronics, Modelo CS3). As coordenadas estipuladas para a
realizagdo das cirurgias estereotaxicas de lesdo no SCI foram: antero-posterior (11,6
mm em relagdo ao pélo frontal); médio lateral [2,3mm em relagdo ao seio sagital
superior para o lado esquerdo (primeira penetragdo) e 2,1imm para o lado direito
(segunda penetragéo) para que evitassemos que a pipeta atingisse o espago virtual
entre a porcao lateral do CS e a regiao cortical ja que havia um deslocamento do seio
causado pela primeira penetragao]; dorso-ventral (4 mm em relagdo superficie
cerebral). J& as coordenadas estabelecidas para a lesdo do SCm foram: antero-
posterior (11,6 mm em relacao ao poélo frontal); médio lateral (0,5 mm em relagdo ao
seio sagital superior para os lados esquerdo e direito); dorso-ventral (3,5 mm em
relagédo superficie cerebral).

Os animais foram entdo colocados na caixa experimental e permaneceram na
mesma por 15 dias para habituagdo. Os animais controles, que também habituados
na caixa experimental (n=6) e os animais lesados (porgao lateral ou por¢gao medial)
foram submetidos ao teste comportamental como descrito anteriormente.

Foram obtidos videos dos testes comportamentais com 30 minutos de duracéo
onde, utilizando o programa The observer (Noldus), analisamos intervalos de 10 min
ininterruptos de cada video, considerando-se o periodo em que os ratos se
apresentavam mais ativos. A analise das laténcias para a captura do primeiro inseto
foi realizada a partir do tempo 0, ou seja, a partir do momento em que os insetos
foram introduzidos na caixa experimental até o instante em que os ratos capturaram o

primeiro inseto.

As seguintes categorias comportamentais foram analisadas:

- laténcia para iniciar a captura das presas;

- tempo gasto no seguimento das presas;

- tempo gasto comendo insetos;

- tempo gasto em qualquer outro comportamento que nao fosse perseguir ou comer
baratas, que classificamos como sendo tempo “parado”;

- numero de vezes que o animal capturou insetos;

- numero de vezes que o animal tentou capturar insetos sem obter sucesso;
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Apo6s o procedimento experimental, os animais foram submetidos a perfusao
e os enceéfalos foram retirados e processados, como descrito anteriormente para o

experimento anterior.

Os cortes foram corados pelo método de Nissl, com tionina 0,25% como
corante e analisados em microscopio o6ptico (Nikon E600) com campo claro,
utilizando-se como referéncia para a identificagao citoarquiteténica e localizagao da
lesdo o atlas de Swanson (2004). As lesbes foram identificadas como areas de

perda celular e gliose intensa.

Para a analise estatistica foi utilizado Analise de Varidncia (ANOVA) néo
paramétrica (Kruskal-Wallis) comparando os diferentes grupos experimentais, e o
Teste U de Mann-Whitney (Programa Prisma 5.0) para as comparagdes entre dois
grupos. Os resultados foram expressos em média + erro-padréo, considerando-se

significante sempre que p < 0,05.

lll - Analise sistematica das projecées eferentes das porgoes lateral e medial
do SC, utilizando como tragcador anterégrado a leucoaglutinina do Phaseolus
vulgaris

Primeiramente, os animais foram anestesiados por via intraperitonial com uma
solugdo de Pentobarbital (0,3mI/100g) e em seguida posicionados em aparelho
estereotaxico, onde receberam um depdsito iontoforético unilateral da
leucoaglutinina do Phaseolus vulgaris a 2,5% nas porgdes lateral (n=4) ou medial
(n= 4) das camadas intermediarias do SC. Os depésitos foram efetuados com o
auxilio de micropipetas de vidro com diametro interno de ponta da ordem de 15 um,
mediante aplicagcdo de +5uA de corrente pulsatil (7seg “on”, 7 seg “off) durante 15
minutos, provida de uma fonte de corrente constante (Midgard Eletronics, Modelo
CS3). Apds o periodo de injecdo, as micropipetas foram deixadas no local por 15
minutos para evitar o0 escoamento do tragcador ao longo do trajeto da pipeta.

As coordenadas utilizadas para a realizacdo da cirurgia estereotaxica na
porcao lateral do SC foram: antero-posterior (11,6 mm em relagdo ao pélo frontal);
meédio lateral (2,3mm em relagdo ao seio sagital superior) dorso-ventral (4 mm em

relacdo a superficie cerebral). Ja as coordenadas para a realizagdo da injecao
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iontoforética na regido medial do SC foram: antero-posterior (11,6 mm em relagdo ao
polo frontal); médio lateral (0,5 mm em relagéo ao seio sagital superior); dorso-ventral
(3,5 mm em relagao a superficie cerebral).

Passados 15 dias apds a realizagdo das injegcbes, os animais foram
anestesiados com uma injecao intra-peritoneal de hidrato de cloral (Merk) 0,2% na
propor¢cao 0,4ml/100g de peso corporeo. Em seguida, através de uma bomba
peristaltica (Cole Parmer) os animais foram perfundidos por via trans-adrtica
inicialmente com 150ml de uma solug¢do salina 0,9%, seguida de 700ml de uma
solucgao fixadora de paraformaldeido a 4% diluido em tampao fosfato de sddio 0,1M
(pH 7,4). Os encéfalos permaneceram na caixa craniana por 3 horas antes de serem
removidos e transferidos para uma solucdo contendo sacarose 20% em tampéao
fosfato de potassio, onde permaneceram por aproximadamente 12 horas.

Em seguida, cortes frontais seriados, com 40um de espessura, foram obtidos
utilizando-se um micrétomo de congelagéo (Carl Zeiss). Os cortes foram colhidos
sequencialmente em quatro compartimentos desprezando o quinto corte, de forma
que a distancia entre os cortes num mesmo compartimento seja de 200um.

Um dos compartimentos foi utilizado para detec¢do imunoistoquimica do
Phaseolus vulgaris, e outro foi corado pelo método da tionina para servir de
referéncia para a citoarquitetura.

Inicialmente, os cortes foram incubados durante 72 horas numa solugédo de
KPBS 0,02M contendo Triton X-100 0,3% e soro normal de cabra 2%, usando-se um
anticorpo primario anti-Phaseolus vulgaris obtido em coelho (Dako Laboratories)
numa diluicdo de 1:5000. Para localizagédo do complexo antigeno-anticorpo os cortes
foram incubados por 2 horas no anticorpo secundario biotinilado feito em cabra
(Biotinylated anti-Rabbit IgG, Vector Laboratories) na diluicdo 1:200. O complexo
antigeno-anticorpo pode ser visualizado usando-se a técnica de imunoperoxidase
com o complexo biotina-avidina (ABC Elite Kit, Vector Laboratories) para ligar a
peroxidase ao complexo antigeno-anticorpo. Apds lavagens sucessivas, 0s cortes
foram incubados em uma solugdo contendo 50mg de tetrahidrocloreto de 3-
3'diaminobenzidina (DAB), 0,6mg de glicose oxidase e 40mg de cloreto de amédnio
em 100ml de tampao fosfato de sédio 0,1M por 5 minutos. Em seguida adicionamos
B-D-glicose, e a reagdo enzimatica foi interrompida ap6s um periodo de tempo

variavel, em geral em torno de 15 minutos. Apds a reagédo imunoistoquimica, os

32



cortes foram montados em laminas recobertas com gelatina, e tratados
posteriormente com tetroxido de ésmio para se obter um aumento da visualizagao do
produto de reagédo. Em seguida, os cortes foram desidratados e recobertos com DPX
(Aldrich Chemical Co.).

O material usado para mapeamento das conexdes eferentes das porcoes
lateral e medial das camadas intermediarias do SC foi analisado em microscopia de
campo claro e escuro. Os principais sitios de projegao eferente das porgdes lateral e
medial do SC, bem como os locais de inje¢do foram representados através de
fotomicrografias preparadas com o auxilio do programa Adobe Photoshop (versao
4.0.1; Adobe Systems, Mountain View, CA). As fotomicrografias originais tiveram seu
brilho e contraste ajustados e a marcagao inespecifica e os pontos de poeira
presentes no ventriculo foram também removidos utilizando-se o programa Adobe

Photoshop.
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I — Analise do padrao de ativagdo da proteina Fos no SC durante a cacga
predatoéria:

Neste experimento, analisamos o padrao de expressao da proteina Fos em
animais submetidos ao teste de caga predatdria e animais controles, ou seja,
animais que nao foram expostos as baratas (Figura 4).

Os animais que foram expostos as baratas apresentaram comportamentos
caracteristicos de caca a insetos. Os ratos comegavam a cacar logo que as baratas
eram colocadas na caixa, e capturavam os insetos segurando-os com a boca e com
as patas dianteiras. Em seguida, os animais seguravam os insetos firmemente,
retiravam a cabeca da presa e comegavam a comé-las com voracidade. Comparado
com O grupo controle os ratos que apresentaram o comportamento de caga
predatdria tiveram um significante aumento dos niveis de células imunorreativas a
proteina Fos no SC (F2 34 = 15,701; P=0,00001). As comparagdes revelaram que o
comportamento predatorio esta relacionado com um aumento dos niveis de proteina
Fos tanto na porgao lateral (P=0,001) quanto na por¢gao medial (P=0,001) do SC
(Figura 5). Em contrapartida, a expressdo de Fos nas regides coliculares
intermediarias n&o foi significante em nenhum dos grupos estudados (P=0,025).
Como mostrado na Figura 1, os animais que foram submetidos a caga predatoria
apresentaram um aumento dos niveis da proteina Fos na regiao lateral do SC, onde
a marcagao tende a ser mais distribuida nas camadas superficiais e intermediarias

do SC (camadas superficiais a e b).
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Figura 4. Experimento 1 — Fotomicrografias de cortes frontais de encéfalo de rato ilustrando células
imunorreativas a proteina Fos no SC de um animal controle (A) e um animal submetido a caga
predatéria (B). Os quadrados indicam a posi¢do do grid 0,09-mm? (exatamente a escala) dentro do

qual as escalas foram feitas. Barras de escala = 300um.
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Figura 5. Experimento 1 — Histogramas de frequéncia mostrando a densidade de células

imunorreativas a proteina Fos, nas porgdes lateral, intermediaria e medial do SC em animais controle
(n = 5) e em animais que foram submetidos a caca predatéria (n = 5). Os valores representam o
numero de células marcadas com a proteina Fos / mm®. Os dados sd0 expressos como média +

SEM. *Diferem significantemente comparados com a mesma regiao no grupo controle, P<0,001.

37



Il - Lesées neuroquimicas por NMDA nas porgées lateral e medial do SC

Neste experimento, animais intactos e animais com lesdes bilaterais por
NMDA na porgao medial ou lateral do SC foram testados durante a caga predatoria.
Os parametros ja descritos para a realizagdo da injecdo iontoforética de NMDA
resultou em lesdes circunscritas, caracterizadas por perda celular ou gliose intensa
(Figura 6). Seis animais tiveram lesdes bilaterais centradas na parte lateral do SC
(SCI), que englobavam as camadas superficiais e intermediarias e uma pequena
parte das camadas profundas do SC, se estendendo através do intermédio de dois
tercos do eixo rostrocaudal do SC (Figuras 6A e 7). Em cinco animais, foram feitas
lesdes bilaterais nas camadas da regidao medial do SC (SCm), cobrindo cerca de
dois tergos da extensao rostrocaudal do SC (Figuras 6B e 7).

Os animais intactos submetidos ao teste apresentaram um comportamento de
caca predatodria bastante claro. Assim que a presa era capturada, os animais a
seguravam firmemente com as patas dianteiras e abatiam a presa retirando a
cabeca delas. Apds matarem a presa 0s animais comegavam a comé-la
imediatamente ou comegcavam a cagar outras presas, consumindo-as
posteriormente. Frequentemente, os ratos levavam as baratas mortas para um canto
da caixa como se estivessem escondendo sua presa de outro predador (dogging
behavior) e comegavam a comé-la logo em seguida. E importante salientar que
esses animais nao tiveram experiéncia prévia de caca, mas executaram a caca aos
insetos de maneira muito eficaz, disparando a sequéncia estereotipada de acgdes
motoras para caga, captura e abatimento da presa.

As analises comportamentais nos permitiram perceber que o0s animais
intactos iniciaram a caca imediatamente apds as baratas serem introduzidas na
caixa de teste (10,0 £ 2,6 s), se orientando eficientemente aos movimentos da presa,
enquanto tentavam captura-las. A captura era feita com o auxilio da boca e
assisténcia das patas dianteiras. Os ratos capturavam a presa com muita eficiéncia,
apresentando uma razdo muito préxima de um entre o numero de capturas bem
sucedidas e o numero total de tentativas de capturas (Figura 8B).

Ja os ratos com lesbes no SCI apresentaram alguns déficits neste
comportamento. Estes animais frequentemente perdiam a pista das baratas, e

tinham falhas na orientacdo em relagcdo ao movimento dos insetos. Eles também
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apresentaram pouca eficiéncia quando tentavam capturar as baratas. Primeiramente
eles tentavam segura-las com as patas dianteiras, mas elas escapavam repetidas
vezes. Para prender a presa eles usavam a boca com mais freqliéncia e com uma
pequena ajuda das patas dianteiras. Portanto, a captura da presa foi bastante
ineficaz em comparagao com os ratos intactos. Os animais apresentaram um claro
aumento na laténcia para iniciar a caga predatéria, quando comparados aos animais
intactos (Figura 8A, P=0,003). Os animais com lesdo no SCI apresentaram uma
queda significante no indice de capturas bem sucedidas (Figura 8B, P=0,001).
Claramente, as lesdes bilaterais no SCI produziram multiplos déficits durante a caca
predatoria.

Comparado com outros grupos, os animais com lesdes no SCI eram pouco
eficazes quando tentavam segurar a presa e falhavam quando davam a mordida
para arrancar a cabeca do inseto, mordiam outras regides do corpo da presa,
deixando as baratas vivas e com chances de se movimentarem por periodos
maiores, o que facilitava a fuga dos insetos. Em comparagdo com os animais
intactos, os animais com lesdo no SCI gastavam menos tempo na caga predatéria e
se dedicavam a outros comportamentos como grooming, atividade exploratéria e
descanso (Figura 8C, P=0,0004). Sendo assim, os animais com lesdes no SCI
apresentaram um significante decréscimo para iniciar a caca e ficaram longos
periodos engajados em outras atividades que nao fossem o comportamento
predatério. Eles também apresentaram um claro déficit de orientacido em relacédo ao
movimento da presa e perderam a sequéncia estereotipada de agdes vistas para
capturar, segurar e abater a presa.

Ja os animais com lesées no SCm, em contraste com os animais com lesao
no SCI, apresentaram pequenos déficits na caca predatoria. Assim como 0s animais
intactos, eles foram capazes de se orientar em relagdo aos movimentos da presa e
executaram a caca sem perdé-las de vista. Como os animais intactos, os animais
com lesdes no SCm apresentaram a clara sequéncia estereotipada de acbes para
capturar, segurar e abater a presa. Eles seguraram a presa com as patas dianteiras
e com a boca, posteriormente eles prenderam a barata com as patas dianteiras para
arrancar a cabecga. Contudo, os animais com lesées no SCm parecem segurar a
presa menos firmemente, permitindo que a mesma escape mais. Os animais com
lesdo no SCm também apresentaram um aumento na laténcia para iniciar a caca,

representando este o Unico parametro comportamental que apresentou diferenga
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estatisticamente significante em relagdo aos animais intactos (Figura 8A, P=0,026).
Por fim, os animais com lesées no SCm apresentaram uma diminuicdo do indice de
capturas bem sucedidas, porém, isso ndao apresenta uma diferenca estaisticamente

significante dos animais intactos (Figura 8B, P=0,683).
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Figura 6. Experimento 2 — Les&do neuroquimica por NMDA. Fotomicrografia de cortes transversos
corados pelo método de tionina ilustrando a extensédo da lesdo na porgao lateral (A) e medial (B) do

SC (setas), de casos representativos do experimento 2. Barras de escala = 300 ym.
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Figura 7. Experimento 2 — Lesdes bilaterais do SC. Desenhos de cémera lucida de casos

representativos do experimento 2 mostrando a extensao total das lesdes bilaterais na porgéao lateral

(A, experimento SCI33) e na porgdo medial (B, experimento SCm09) do SC. Seg¢des organizadas no

sentido rostrocaudal (cima para baixo).
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Figura 8. Experimento 2 — Analise comportamentail do experimento 2 mostrando a laténcia para
iniciar a caga (A), a razdo entre o numero de capturas bem sucedidas pelo nimero de tentativas de
capturas (B), tempo gasto em outros comportamentos (C) e tempo gasto comendo (D); para os
animais intactos (controle; n = 8); os animais com lesbes bilaterais na porgéo lateral do SC (SCI-
lesados; n=6); e animais com lesbes bilaterais na por¢do medial do SC (SCm-lesados; n=5). Os

dados séo expressos como média £+ SEM. * P<0,05 em relag&o ao grupo controle.
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lll - Analise sistematica das proje¢cées eferentes das porgées lateral e
medial do SC, utilizando como tragador anterégrado a leucoaglutinina do
Phaseolus vulgaris

Os resultados dos experimentos 1 e 2 corroboram a idéia de que a porgao
lateral das camadas intermediarias do SC (SCig lateral) € uma regido critica no
controle da caga predatdria. Contudo, para melhor entendermos o potencial das vias
envolvidas neste controle, nds revisamos as conexdes eferentes do SCig lateral, e
adicionalmente comparamos estes resultados com os obtidos para as projecoes da
por¢ao medial das camadas intermediarias do SC (SCig medial), que pertence a um

outro dominio funcional do SC.

Projecdes da parte lateral do Scig

Nesta parte do trabalho, a inje¢do de PHA-L marcou neurdnios posicionados
na regiao lateral do SCig, que coincide com a regido ativada durante a caga
predatdria (ver experimento 1) e a regido onde as lesdes de NMDA resultaram em
um maior déficit na performance de caga (ver experimento 2). Em todos estes
experimentos uma marcagao bastante similar de fibras anterogradamente marcadas
foi observado e o que escolhemos como prototipo para ilustrar nossos resultados foi
o PHA-LSC#4 (Figura 9A).

A partir do local de injegéo, as fibras se projetam provendo um denso campo
terminal nas camadas profundas adjacentes do SC. Nos niveis do local de injegao,
fiboras marcadas e terminais foram observados na PAG, no nucleo reticular
mesencefalico e na substancia negra parte compacta. A projecéo para a PAG foi
particularmente observada na coluna lateral ao nivel do nucleo oculomotor e em

menor grau para a regiao supraoculomotora (Figura 10A).
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Figura 9. Experimento 3 — Fotomicrografias de campo escuro mostrando os depésitos de PHA-L na
porgao lateral (A, experimento PHA-LSC#4) e na porgao medial (B, experimento PHA-LSC#7) das

camadas intermediarias do CS. Barras de escala = 300 pm.
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Do local de injegao, fibras descendentes seguem para o mesencéfalo caudal, ponte
e medula oblonga, enquanto fibras ascendentes vao inervar alvos no pretecto,
diencéfalo e telencéfalo.

Fibras descendentes provenientes do SCig lateral podem ser dividas em um
pequeno ramo ipsilateral e um ramo contralateral mais denso, seguindo a via
tectoespinal, também conhecida como predorsal bundle. As fibras descendentes que
seguem pelo ramo ipsilateral provém projecbes relativamente esparsas para os
nucleos cuneiforme e pedunculopontino. O contingente contralateral de fibras
descendentes, que é mais proeminente, segue pelo predorsal bundle e niveis
pontinos, provendo uma proje¢cdo moderada para a regiao paramediana do nucleo
reticular pontino, além de um campo terminal relativamente denso para as porgdes
mediais do nucleo tegmental reticular. Ainda nestes niveis, um discreto contingente
destas fibras descendentes também apresenta um curso dorsolateral de projecdes
para o nucleo pedunculopontino, e alguns destes axénios marcados podem se
estender mais dorsalmente chegando ao nucleo tegmental laterodorsal. Seguindo
caudalmente, em niveis da medula oblonga, fibras seguem através da via
tectoespinal provendo projecdes para os nucleos gigantocelular e reticular medular,
bem como para o nucleo reticular parvicelular. Nos niveis mais rostrais da medula
oblonga, uma série de fibras e terminais podem ser encontrados na regiao do nucleo
reticular gigantocelular proximo ao nucleo abducente, na area periabducente.

Continuando nos niveis da medula oblonga, encontramos também fibras que
seguem pela via tectoespinal formando um denso campo terminal na oliva acessoéria
medial. E importante salientar que, neste trabalho, as projecdes para a medula
espinal ndo foram examinadas.

O SCig lateral provém projecdes ascendentes bastantes substanciais para o
pretecto e para o diencéfalo. No pretecto, as projecdes do SCig lateral seguem
macicamente para o nucleo pretectal anterior. Seguindo rostralmente, fibras do SCig
lateral ascendem através do talamo dorsal ou ventral. Outras fibras cursam através
da regiao ventral taldamica provendo uma forte projecéo para a zona incerta, onde
um denso campo terminal foi encontrado na sua parte ventral (Figura 10B). Um
contingente de fibras seguindo esta via toma um curso dorsomedial, provendo um
campo terminal moderado no campo de Forel, e se projeta para o nucleo talamico
ventral medial, onde provém um denso campo terminal que abrange quase toda sua

extensdo rostrocaudal (Figura 10C). Juntamente, um numero minimo de axdénios
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continua seguindo mais rostralmente por esta via se projetando esparsamente para
o nucleo talamico reticular rostral e globo palido.

Um relativo numero de fibras ascendentes vindas do SCig lateral se projeta
para e através do talamo dorsal. Como ilustramos na Figura 10B, em niveis
taldmicos caudais, o SCig lateral provém um denso campo terminal na parte lateral
do nucleo parafascicular e no complexo taldmico posterior. Seguindo rostralmente,
algumas fibras seguem por esta via se projetando para outros nucleos
intralaminares, em particular o central medial e o central lateral, e em menor
quantidade para o nucleo paracentral (Figura 10C). Juntamente com a projecao
para os nucleos intralaminares, uma analise cautelosa de nosso material revelou um
campo terminal denso na regido ventral adjacente da parte lateral do nucleo
médiodorsal (Figura 10C). Contudo, no talamo dorsal, o SCig lateral provém um
claro campo terminal no complexo ventral anterior lateral do talamo, juntamente com
projecdes esparsas para diversos outros nucleos, incluindo o lateral dorsal, o nucleo

reuniens e o nucleo rombdide (Figura 10C).
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Figura 10. Experimento 3 — Fotomicrografias de campo escuro mostrando a distribuicdo de axdnios
marcados por PHA-L no experimento PHA-LSC#4, com injecdo centrada na porgao lateral das
camadas intermediarias do SC. A: niveis rostrais da substancia cinzenta periaquedutal. B: Zona
incerta e niveis caudais da regido talamica. C: niveis intermediarios da regido taldmica. Escala de

barras = 300 um.
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Projecdes da por¢ao medial do SCig

Nesta etapa do trabalho nds analisamos as proje¢des da por¢do medial do
SCig para entdo podermos comparar com as projegoes ja analisadas da porgéao
lateral do SCig. Em dois experimentos, as injegcdes de PHA-L marcaram neurdnios
que estao posicionados na regido medial do SCig. Os dois experimentos
apresentaram um padrdao de projecao bastante similar, portanto, escolhemos o
experimento PHA-LSC#7 para ilustrar os resultados obtidos (Figura 9B). Foi
possivel observar que as fibras provenientes do SCig medial, provém um campo
terminal bastante denso em partes adjacentes das camadas profundas (Figura
11A). Do local de injecao, fibras seguem uma rota descendente para o tronco ou
ascendente para o pretecto e para o diencéfalo. Nos niveis mesencefalicos, fibras
descendentes do SCig medial, se projetam macigamente para a PAG, provendo um
modelo de projecéo bastante distinto daquele ja descrito para o SCig lateral. Sendo
assim, na PAG rostral, nos niveis dos nucleos 6culomotor e troclear, o SCig se
projeta densamente para as colunas dorsomedial e dorsolateral da PAG (Figura
11A) e seguindo caudalmente, fibras descendentes provenientes do SCig medial,
provéem um significante feixe de projecées para a coluna ventrolateral da PAG
(Figura 11C). Em concordancia com estudos anteriores (Redgrave et al., 1987), o
SCig medial provém uma robusta via ipsilateral para regides mesencefalicas e
pontinas, e, diferente das proje¢cdes do SCig lateral, ela parece nao ter contribuicao
significante para a via descendente cruzada que segue para o predorsal bundle. Nos
niveis mesencefalicos caudais, fibras seguem uma via descendente nao cruzada
que resulta numa densa projegéo para regides do mesencéfalo que correspondem a
formacao reticular mesencefalica lateral (Figura 11B). Entretanto, nestes niveis,
uma série de fibras cursa ventrolateralmente provendo densas projegcbes para a
regiao do nucleo sagulum, adjacente a borda medial do nucleo parabigeminal, que,
interessantemente, tende a ser evitada por axdnios marcados anterégradamente
(Figura 11B). Nos niveis caudais, fibras descendentes ipsilaterais resultam num
significativo campo terminal no nucleo cuneiforme (Figura 11C) e um numero
consideravel de fibras assume um curso dorsal provendo um plexo de axénios e
terminais marcados para a regidao shell que rodeia o nucleo externo do coliculo
inferior (Figura 11C). Fibras descendentes desta via se projetam para a regido

pontina e formam um campo terminal singular fechado na borda lateral da parte
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rostral do nucleo reticular pontino. Ainda prosseguindo caudalmente, um contingente
de fibras continua provendo projegdes relativamente esparsas para parte ventral do
nucleo reticular pontino caudal, o que parece ser o sitio de marcacdo mais caudal do
tronco encefélico de nossas inje¢des de PHA-L no SCig medial.

Em comparagdo com o que ja foi descrito sobre o SCig lateral, as projecoes
ascendentes vindas do SCig medial apresentam um sitio de proje¢des mais limitado,
0 que resulta num padréo de projecao diferente para o pretecto, tdlamo e talamo
ventral. As fibras ascendentes do SCig medial podem trafegar também através do
talamo ventral ou dorsal. As fibras que se projetam através do talamo ventral
provéem uma projecao substancial para a regido circundante da borda lateral do
pedunculo cerebral, englobando o nucleo paripeduncular e extremidade lateral do
nucleo subparafascicular, em adicdo a um campo terminal na zona medial do
complexo geniculado ventral lateral. Um discreto numero de fibras segue por esta via
continuando rostralmente para se projetar esparsamente para a zona incerta rostral
e nucleo reuniens. Algumas fibras ascendentes seguem pela via taldamica dorsal,
inicialmente resultando em claras projegbes para o nucleo precomissural e partes
adjacentes do nucleo pretectal medial (Figura 11D). Outro contingente destas fibras
continua pelo talamo dorsal e provém um distinto campo terminal na parte medial do
nucleo posterior lateral (Figura 11D)e no nucleo suprageniculado do complexo
geniculado lateral. Contudo, fibras ascendentes que passam por essa via podem
também se projetar esparsamente para uma série de alvos do talamo dorsal,
incluindo o nucleo taldamico paraventricular, o nucleo dorsal lateral, os nucleos

intralaminares central medial e central lateral e o nucleo reticular.
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Figura 11. Experimento 3 — Fotomicrografias de campo escuro mostrando a distribuicdo de axdnios
marcados por PHA-L no experiemnto PHA-LSC#7, com injecdo de PHA-L centrada na porgdo medial
das camadas intermediarias do SC. A: Niveis rostrais da substancia cinzenta periaquedutal. B: Niveis
caudais do nucleo reticular mesencefalico. C: Niveis caudais da substancia cinzenta periaquedutal e
nucelo cuneiforme. D: Nucleo precomissural, regido pretectal, e niveis caudais da regido taldmica.

Barras de escala = 300 ym.
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Os resultados comportamentais obtidos através dos experimentos de ativagao
génica e lesdo, descritos neste trabalho, ilustraram que a por¢ao lateral do SC é uma
regido particularmente critica para a caca predatéria. Os experimentos de PHA-L,
por sua vez, mostraram de que maneira as projecbes eferentes do SC poderiam
influenciar o comportamento de caga e indicaram a presenga de uma possivel
divisao funcional no SC.

Primeiramente, foi possivel mostrar que a caga de insetos esta relacionada a
um relativo aumento de células imunorreativas a proteina Fos na regido superficial
do SCig lateral (i.e., camadas superficiais a e b) e um moderado mas significante
aumento de Fos na regido medial do SCig. A presenca de Fos no SCig medial
também pode ser observada em algumas situagbes comportamentais, como
comportamento maternal e forrageamento (S.R. Mota-Ortiz and N.S. Canteras,
observacgdes nao publicadas); contudo, apenas a caca predatoria parece apresentar
como caracteristica o aumento de Fos no SCig lateral.

Como mencionado anteriormente, o SC é conhecido como uma regido onde
sinais de diferentes sentidos sdo combinados e utilizados para guiar respostas
motoras (Grobstein, 1988; Dean et al., 1989; King, 2004; Boehnke and Munoz, 2008;
Felsen and Mainen, 2008). As camadas do SC apresentam funcgdes distintas, sendo
que as superficiais sdo exclusivamente visuais e as profundas, por sua vez,
apresentam neurdnios responsivos a estimulos visuais, auditivos e/ou
somatossensoriais (Saito and Isa, 2007). Os neurdnios presentes na camada
superficial do SC sao organizados num mapa de cdodigo retinotopico do espaco
visual contralateral e pode se projetar para as camadas intermediarias e profundas
(Saito and Isa, 2007). J& nas camadas intermediarias e profundas do SC, as
aferéncias visuais se juntam com aferéncias simultédneas vindas do cértex
extraestriatal, juntamente com sinais auditivos e somatossensoriais e com
informacdes a respeito do planejamento motor vindas dos ganglios da base
(Boehnke and Munoz, 2008).

De modo singular, os neurdnios do SCig lateral respondem principalmente a
estimulagao vibrissal contralateral e a pequenos objetos que se movimentam no
campo visual inferior rostral e lateral (Dean et al.,1989). Dentro do contexto de caca
predatdria, € importante pontuar que o estriatum ventrolateral, que ja mencionamos
por programar o conjunto de a¢des motoras vistos durante os atos de capturar e

segurar a presa (dos Santos et al., 2007), pode também influenciar o SCig lateral
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através de densas projec¢des para a substancia negra pars reticulada (Groenewegen
et al., 1993). De fato, tem sido mostrado que as respostas da estimulagao vibrissal e
do movimento de pequenos objetos no campo visual inferior pode ser refor¢ada por
injecao intraestriatal de glutamato, que silencia as células GABAérgicas presentes
na substancia negra pars reticulada que se projeta para o SC, liberando assim os
neurdnios coliculares de uma influéncia nigral inibitéria tonica (Chevalier et al.,
1985). Assim sendo, o SCig lateral exerce a fungdo de integrador sensorial critico
das informagdes sensoriais relacionadas a detecg¢ao da presa, em conjunto com as
aferéncias dos ganglios da base, estariam envolvidos com o plano motor relatado na
sequéncia estereotipada de ag¢des predatodrias. Estudos recentes tém mostrado que
o SC poderia estar criticamente envolvido na orientagdo desencadeada por
estimulos olfatérios (Felsen and Mainen, 2008), um fator critico para a caga
predatédria, ja que as pistas olfatérias parecem ter uma importancia no papel
motivacional que desencadeia as respostas comportamentais (Comoli et al., 2005).
Adicionalmente, as lesdes bilaterais na porgao lateral do SC (SCI) provocaram
déficits comportamentais durante a caca predatéria. Os ratos SCl-lesados
apresentaram um aumento significante na laténcia para comecar a cacar a presa €
gastavam muito tempo engajados em outros comportamentos que nao fossem a
caga predatéria. Durante a caca, os animais SCl-lesados mostraram déficits de
orientacdo em relacdo aos movimentos da presa e perderam a sequéncia
estereotipada de agdes vistas durante a captura, apreensao e abatimento da presa.
O SC tem sido considerado parte critica da circuitaria envolvida na orientagao
de decisbes sensorio-guiadas (Grobstein, 1988; Dean et al.,, 1989; King, 2004;
Boehnke and Munoz, 2008; Felsen and Mainen, 2008). Como discutido
anteriormente, o SCI integra informagao sensoriais importantes para a detecgéo da
presa, que devem servir para gerar o sinal de prioridade para cacar a presa
(Boehnke and Munoz, 2008). Contudo, as lesées no SCI provavelmente bloqueiam o
sinal resultante da prioridade de cacgar presas, aumentam a laténcia para iniciar a
captura da presa e aumentam o tempo gasto em outras atividades. Esses déficits
podem ser relacionados com a falta geral de motivacao ou interesse para cagar, que
parece ser mediado por projecoes do SCI| para a coluna lateral da PAG, que

discutiremos com mais detalhes a seguir.
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Como ja era de se esperar, os ratos SCl-lesados apresentaram déficits na
orientacdo em relagcdo ao movimento da presa. Na questdo sensorial, como ja
citamos, o SC integra informagdes sensoriais criticas para a detecg¢ao da presa, e na
questao sensorial, diversos estudos utilizando estimulagéo elétrica e farmacoldgica
tém mostrado que o SC pode elucidar uma gama de movimentos direcionados
contralateralmente envolvendo os olhos, ouvidos, vibrissas, cabega e movimentos
corporais, que podem representar a busca por um objeto (Dean et al., 1986, 1988;
Sahibzada et al., 1986). Estes movimentos contralaterais semelhantes a perseguicéo
de estimulos que se movimentam, dependem de uma via descendente cruzada
(Dean et al., 1986; Ellard and Goodale, 1986) que tem inicio no SC (Chevalier and
Deniau, 1984; Redgrave et al., 1986, 1987; Bickford and Hall, 1989; resultados
presentes).

Juntamente com os déficits de orientagéo, lesdes no SCI interferem também
na habilidade inata de capturar e prender a presa. Os procedimentos de captura
vistos nos animais SCl-lesados sao ineficientes e para capturar a presa, os animais
usam insistentemente a boca com pouco auxilio das patas dianteiras. Portanto,
enquanto estdo segurando a presa, os animais SCl-lesados ficam mordendo
diversas partes do corpo da presa, mas falham quando tentam matar a presa
arrancando a cabeca, deixando-a viva e com capacidade de se movimentar, ficando
mais facil escapar do predador. A sequéncia estereotipada de acdes vistas durante
a caga predatodria é implementada pelo estriatum ventrolateral (dos Santos et al.,
2007). Animais com inativagao farmacolédgica do estriatum ventrolateral apresentam
diversos déficits nas acdes estereotipadas vistas durante os atos de capturar e
segurar a presa (dos Santos et al., 2007); e como discutido anteriormente, o
estriatum ventrolateral pode influenciar o SCig lateral através de projeg¢des para a
parte lateral da substancia negra pars reticulada (Groenewegen et al., 1993). Entao,
durante a caca predatéria, as respostas de orientagao integradas no SCig podem ser
moldadas pelo plano motor dos ganglios da base relacionado com a sequéncia
estereotipada de acgdes predatorias. A perda dessa estereotipia vista nos animais
SCl-lesados pode também sugerir que o SC lateral € uma regiao critica para
transmitir o plano motor relacionado com a sequéncia de acdes estereotipadas de
cacga para outras regides do encéfalo.

Conhecendo entdo o papel do SCig lateral no controle do comportamento de

caca predatoria, nés revisamos as projecdes desta regido colicular e comparando
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com o padrdo de conexdes do SCig medial, pudemos representar a divisdo
funcional distinta do SC.

De acordo com estudos anteriores (Chevalier and Deniau, 1984; Redgrave et
al., 1986, 1987; Bickford and Hall, 1989), o SCig lateral mas ndo o SCig medial ,
provém uma significativa proje¢cdo descendente cruzada que segue para o predorsal
bundle e se projeta para uma série de regides pontinas e sitios da medula oblonga,
incluindo a regido paramediana do nucleo pontino reticular, o nucleo reticular
tegmental, o nucleo pedunculopontino, o nucleo tegmental laterodorsal, a regido
periabducente, os nucleos reticulares gigantocelular e medular, o nucleo reticular
parvicelular, o nucleo facial e a oliva acessoéria medial. Apesar de nao ter sido
analisada neste trabalho, existem fibras que seguem por esta via e se projetam para
a medula espinal (Redgrave et al, 1986, 1987). Como ja mencionamos
anteriormente, esta via descendente cruzada com diversos contatos na formacéao
reticular pontino medular e medula espinal tem sido considerada a via tectofugal
mais provavel para retransmitir sinais associados com a producado de orientacao a
movimentos de persegui¢ao (Dean et al., 1986; Ellard and Goodale, 1986).

Nos niveis mesencefalicos, o SCig lateral se projeta para uma série de alvos
mesencefalicos, incluindo a coluna lateral da PAG, o nucleo reticular mesencefalico
e a parte compacta da substancia negra. As conexdes provenientes das camadas
profundas do SC para a parte compacta da substancia negra, tem sido reportada em
diversas espécies (Comoli et al., 2003; McHaffie et al., 2006; May et al., 2009) e
parece estar associada a modulacao dos neurbnios dopaminérgicos (Redgrave and
Gurney, 2006).

A projecédo do SC para a coluna lateral da PAG, foi também sugerida em um
estudo retrégrado prévio e surge de células do SCig presentes na camada superficial
(Mota-Ortiz et al., 2009). A PAG lateral parece ser uma parte nodal da circuitaria
neural envolvida nos processos de decisdo e execugao entre cagar, forragear e
outras respostas comportamentais (Sukikara et al., 2006). Dessa forma, o SC
poderia através da sua ligacdo com a PAG, influenciar os aspectos motivacionais
relacionados a cacga e ao forrageamento.

O SCig lateral provém uma projecao ascendente bastante significativa para o
tdlamo e para a zona incerta. Essa projecdo para a zona incerta foi previamente
documentada (Chevalier and Deniau, 1984; Shammah-Lagnado et al., 1985). Os

resultados presentes estdo em pleno acordo com estudos prévios que
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documentaram as proje¢des do SC para o talamo (Chevalier and Deniau, 1984;
Yamasaki et al., 1986; Bickford and Hall, 1989; Krout et al., 2001), mas revelaram
diferengas importantes em relagdo a alguns dos principais avos talamicos do SC.
Como registrado em trabalhos anteriores (Yamasaki et al., 1986; Krout et al., 2001),
os dados deste estudo mostram que o SCig lateral provém projecées densas para
nucleos intralaminares, onde encontramos campos terminais na parte lateral do
nucleo parafascicuar e nos nucleos central medial e central lateral. Entretanto, em
contraste com estes estudos prévios, uma analise cautelosa de nosso material de
PHA-L revelou que o nucleo intralaminar paracentral tende a ser evitado por fibras
anterogradamente marcadas e que um campo terminal contiguo € observado na
regido ventral da parte lateral do nucleo mediodorsal, este descrito em estudos
anteriores (Groenewegen, 1988).

Em concordancia com analises prévias, observamos que o SCig lateral
provém aferéncias macigas para o nucleo talamico medial e para o complexo
posterior talamico (Herkenham, 1979; Yamasaki et al., 1986; Krout et al., 2001). E
importante salientar também que as nossas analises de PHA-L mostraram uma
importante projegao do SCig para o complexo talamico ventral anterior-lateral.

Portanto, estes resultados sugerem que o SCig lateral pode ter uma forte
influéncia na modulagdo dos ganglios da base e coértex cerebral, através de
projecdes para nucleos talamicos. Portanto, através das conexdes para o nucleo
parafascicular lateral, o SCig lateral poderia modular o estriatum ventrolateral (Van
der Werf et al., 2002) e influenciar a regido estriatal envolvida na execugao das
acdes estereotipadas vistas durante os atos de capturar e segurar a presa(dos
Santos et al., 2007). A conexao do SCig para o nucleo parafascicular fecha a alca
dos ganglios da base formada pelo estriatum ventrolateral, pela parte lateral da
substancia negra pars reticulada, pelo SCig lateral e pelo nucleo parafascicular.
Essa alga fechada € uma caracteristica bastante importante da arquitetura que liga
0s ganglios da base ndo apenas aos dominios corticais, mas também a sistemas
subcorticais, ditos como a solucdo da “selegcdo do problema” pela priorizagao
(McHaffie et al., 2005). Contudo, esta alca dos ganglios da base poderia ajudar a
adequar o padrao motor de caga para a constante mudanga na velocidade e diregao
da presa em movimento.

Gracas as conexdes para o nucleo parafascicular lateral, nucleo ventral

medial, complexo talamico anterior-lateral ventral e complexo posterior talamico, o
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SCig lateral pode ter acesso tanto a cortex motor quanto ao cortex somatossensorial
(Herkenham, 1979; Price, 1995; Van der Werf et al., 2002).Sendo assim, devemos
ressaltar que, estas projecbes podem originar-se da via descendente cruzada
(Chevalier and Deniau, 1984; Bickford and Hall, 1989), que pode fornecer a cépia
eferente do comando motor que o SC envia para sitios pré-motores no tronco e na
medula espinal. Através de conexdes para os nucleos intralaminares central medial
e central lateral, e para a parte lateral do nucleo taldmico mediodorsal, o SCig lateral
tem acesso a regides corticais pré-frontais, incluindo os cértices motor suplementar,
cingulado anterior e pré-limbico (Groenewegen, 1988; Price, 1995; Van der Werf et
al., 2002), que na parte superior do ciclo agao-percepg¢ao, desempenham um papel
critico no planejamento comportamental (Heidbreder and Groenewegen, 2003).
Contudo, diversas pegas destes dados sugerem que o SC é importante ndo apenas
para a execugao dos movimentos, mas também para o planejamento dos mesmos
(Carello and Krauzilis RJ, 2004). Por fim, o principal alvo taldamico do SCig lateral
parece ser o nucleo ventral medial do talamo, que além de pequenas projegdes para
as camadas lll e V do cértex motor primario, possui projecées densas para a parte
mais superficial da camada | se estendendo por quase todo o neocortex
(Herkenham, 1979), influenciando assim, os niveis gerais de ativagao.

Dessa forma, os dados analisados neste trabalho indicam que o SCig lateral
pode desempenhar um papel critico na caga predatéria, além de prover vias
descendentes cruzadas para sitios pré-motores do tronco encefalico e medula
espinal, e se projetar para diversos sitios com fungdes importantes para o contexto
do comportamento predatério, como niveis gerais de ativagao, nivel motivacional
para cagar ou forragear, planejamento comportamental, aprendizado motor para
maximizar respostas apetitivas futuras, selegdo apropriada do planejamento motor
dos ganglios da base para a caca e eferéncias motoras do cortex motor primario.

Ao contrario do que vimos nas lesdes do SC lateral, as lesdes do SC medial
causaram pequenos déficits na caca predatoria e apenas o parametro caca de
inseto apresentou uma diferenga significativa em relagdo aos animais intactos, onde
observamos um aumento na laténcia para iniciar a caga. A razao para este aumento
na laténcia para iniciar a caga nao esta muito claro no momento, e talvez, possa ser
explicado pelo fato de que as lesdes no SC medial poderiam interferir nos niveis

gerais de atencao (Redgrave and Dean, 1985; Dean et al., 1991).
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O SC medial é funcionalmente distinto do SC lateral e é capaz de integrar
respostas defensivas quando acionado. O SC medial contém células que respondem
a estimulos visuais que aumentam rapidamente de tamanho na parte superior do
campo visual, como uma sombra sinalizando uma colisdo ou a aproximag¢ao de um
predador (Dean et al.,1989). Ao contrario do que foi discutido para o SC lateral, a
estimulacdo do SC medial provoca respostas defensivas tais como, congelamento
ou fuga, aumento da pressao sanguinea e batimento cardiaco, analgesia, e ativagéao
cortical EEG (Redgrave and Dean, 1985; Dean et al., 1989). Estas respostas séo
mediadas através de proje¢des descendentes nao cruzadas para a PAG, nucleo
cuneiforme e nucleos reticulares mesencefalico e pontino (Mitchell et al., 1988). O
SCig medial apresenta projegdes significativas para regides da PAG responsivas a
exposicao de um predador vivo (Canteras and Goto, 1999; Cezario et al., 2008).
Estas regides da PAG tém sido criticas para a organizagao de respostas defensivas
anti-predatérias (Cezario et al., 2008; Sukikara et al., 2010).

Comparado ao padrao de projecao eferente observado para o SCig lateral, o
SCig medial apresenta um sitio mais limitado de proje¢des para o talamo,
projetando-se esparsamente para sitios talamicos relacionados com o controle do
planejamento motor ou eferéncias motoras, e provendo aferéncias conspicuas para
0 nucleo posterior lateral e nucleo suprageniculado do complexo geniculado medial.
No contexto defensivo anti-predatério, temos que salientar que o nucleo
suprageniculado estaria em posigao de transmitir ameagas visuais predatérias do SC
medial para o nucleo lateral da amigdala (Price, 1995), que é um sitio amigdalar
responsivo a presenca do predador e possivelmente integra uma faixa de pistas
sensoriais vindas do predador processada nas areas corticais visuais e auditivas
(Canteras, 2002).

Por fim, os resultados comportamentais, de ativacdo génica, lesdao e os
experimentos neuroanatdomicos indicam que o SC lateral seria uma regiao critica
para o comportamento de caca predatéria. As lesbes no SC lateral causaram
diversos déficits no desempenho de caca e os dados anatémicos inferiram que o SC
lateral seria um ponto de convergéncia de diversos circuitos neurais que organizam
o comportamento predatoério. O SC estaria em posi¢cao de acessar sitios pré-motores
envolvidos no controle da orientagcdo motora durante a perseguicdo da presa e,
estaria em posicdo de influenciar diversas funcbes importantes para o

comportamento de caga predatéria como, atengdo, motivagao, aprendizado motor,
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planejamento comportamental e eferéncias motoras (Figura 12). Além disso, os
dados anatémicos suportam a idéia da existéncia de uma dicotomia funcional no SC,
onde seria possivel influenciar tanto a perseguicédo a uma presa como a fuga de um

predador.
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Anexo




Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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