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RESUMO

SOBRINHO, C. R. Mapeamento dos sitios catecolaminérgicos que aferentam o nucleo
pré-mamilar dorsal. 2010. 47 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Morfofuncionais) —
Instituto de Ciéncias Biomedicas, Universidade de Séo Paulo, S&o Paulo, 2011.

Nos Ultimos anos, uma série de estudos tém mostrado a importancia do nucleo pré-mamilar
dorsal (PMd) na expressdo do comportamento de defesa exibido por roedores durante o
confronto direto com um predador natural ou com o seu odor, assim como em situagdes de
ameaca predatdria contextual. Cabe ressaltar que este ndcleo representa o sitio hipotalamico
gue apresenta 0 aumento mais expressivo de células imunorreativas a proteina Fos observadas
apo6s o confronto predatdrio direto ou contextual. Sabe-se que o PMd possui um plexo de
fibras noradrenérgicas e suplementando este dado, estudos recentes mostram que a mediacao
noradrenérgica central € critica para a expressao das respostas de medo inato e contextual as
meacas predatérias. Os resultados deste estudo mostraram que tanto as respostas
incondicionadas como as contextuais ao odor do gato dependem de uma acgdo noradrenérgica
central, mediada pelo nucleo pré-mamilar dorsal. Neste sentido, dada a importancia da
modulacdo noradrenérgica no PMd para a expressdao das respostas anti-predatdrias
incondicionadas e contextuais, investigamos no presente projeto quais grupamentos
catecolaminérgicos aferentam o nicleo. Para tanto, empregamos técnicas de rastreamento
retrégrado somado a técnica de imunofluorescéncia (dupla-marcacdo). Nossos resultados
revelaram que a unica fonte de aferéncia catecolaminérgica para o0 PMd é oriunda do locus
ceruleus, onde encontramos um numero conspicuo de células duplamente marcadas,
indicando ser este o responsavel pelo suporte noradrenérgico ao PMd. Além disso, nossos
dados sdo particularmente interessantes, dado o papel bem definido do LC em processos

atencionais.

Palavras-Chave: Comportamento de defesa. Locus Ceruleus. Medo. Ansiedade. Hipotalamo.
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SOBRINHO, C. R. Catecholaminergic imputs to the dorsal premammillary nucleus.
2010. 47 p. Master thesis (Morphofunctional Sciences) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2011.

A great deal of evidence suggests the medial hypothalamic defensive system, centered around
the anterior hypothalamic nucleus, dorsomedial part of the ventromedial hypothalamic
nucleus, and the dorsal premammillary nucleus (PMd) plays a pivotal role in processing
inputs from amygdalar circuits integrating predator-derived cues, and from the septo-
hippocampal system relaying contextual processing from a predator-related environment. The
PMd occupies a strategic position in the medial hypothalamic defensive system, and is one of
the most responsive hypothalamic sites during exposure to a predator or its odor, and to a
context previously associated with a predatory threat. Data from literature have shown that
fear responses to predatory threats rely heavily on the PMd beta adrenergic
neurotransmission. Thus, it has been shown that propranolol, injected systemically,
significantly reduced PMd-Fos expression in response to cat odor, and that beta adrenoceptor
blockade, in the PMd, reduced defensive responses to both cat odor exposure and cat odor-
related context. Given the importance of the noradrenergic innervation of the PMd to the
expression of unconditioned and learned fear responses, we have presently investigated the
putative noradrenergic source of inputs to the nucleus. To this end, we have combined Fluoro-
Gold retrograde tract-tracing and catecholamine immunostaining, and found that the locus
ceruleus is seemingly the only source of catecholaminergic source of inputs to the PMd. In
addition, the present findings are particularly interesting given the well-documented roles of

the locus ceruleus roles in attentional processes.

Key words: Defensive behavior. Locus coeruleus. Fear. Anxiety. Hypothalamus.
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1 INTRODUCAO



1.1 Comportamentos motivados

Os comportamentos motivados sdo aqueles fundamentais para a sobrevivéncia do
individuo ou da espécie e, portanto, acompanhados de alto grau motivacional, tais como 0s
comportamentos alimentar, reprodutor e defensivo. O hipotalamo, sabidamente responséavel
pela integracdo de diversas respostas endocrinas, autondmicas e comportamentais,
fundamentais para a sobrevivéncia do individuo e da espécie, desempenha um papel chave
para a organizacdo destes comportamentos (SWANSON, 2000).

Localizado entre a hipdfise e o tadlamo, o hipotalamo ocupa a parte ventral do
diencéfalo de cada lado do terceiro ventriculo e € composto por trés distritos longitudinais
(zonas periventricular, medial e lateral). A zona periventricular contém a maioria dos
neurbnios motores neuroendocrinos e também esta diretamente envolvida no controle do
sistema autondmico (SWANSON, 2000). Do ponto de vista comportamental, a zona
periventricular exerce um papel critico na expressdo de comportamentos ligados a
manuten¢do do meio interno, como 0s comportamentos de ingestdo alimentar e hidrica.

A zona medial consiste de uma série de grupos celulares muito bem visualizados a
partir de coloracbes por métodos de Nissl. E fundamental para a organizacdo de diversas
respostas motivadas, tais como comportamentos reprodutivos e defensivos. Uma analise
sistematica das projecdes dos nucleos da zona medial rostrais ao corpo mamilar revelou dois
circuitos parcialmente segregados (SIMERLY e SWANSON, 1988; CANTERAS e
SWANSON, 1992; CANTERAS et al., 1992, 1994; RISOLD et al., 1994). Um circuito
composto pelo nucleo hipotalamico anterior, parte dorsomedial do nucleo ventromedial e
nacleo pré-mamilar dorsal, e 0 outro pelos nucleos pré-éptico medial, parte ventrolateral do
nacleo ventromedial e nucleo pré-mamilar ventral. Do ponto de vista funcional, o primeiro
circuito estd envolvido na organizacdo de respostas de defesa a predadores naturais e portanto,
foi denominado de circuito hipotalamico de defesa (CANTERAS, 2001), enquanto o segundo
circuito é sexualmente dimorfico e parece estar envolvido na mediacdo de comportamentos
reprodutivos e agonisticos sociais (SWANSON, 2000).

1.2 O Circuito hipotalamico de defesa

Para delinear os circuitos hipotalamicos potencialmente envolvidos na integragdo das

respostas de defesa em situagdes naturais, foi avaliada a imunorreatividade a proteina Fos no
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hipotalamo de ratos ap6s o confronto com um gato, seu predador natural (CANTERAS et al.,
1997). O confronto direto com o predador é acompanhado de episédios de congelamento
motor com tentativas de fuga (BLANCHARD et al., 1989) e induz aumento na expressao da
proteina Fos em sitios hipotalamicos especificos. No hipotdlamo medial, o aumento da
expressdo da proteina Fos é particularmente evidente no circuito formado pelo ndcleo
hipotalamico anterior (AHN), a parte dorsomedial do nucleo ventromedial do hipotalamo
(VMHdm) e nucleo pré-mamilar dorsal (PMd) sendo que este Ultimo apresenta aumento mais
expressivo de células Fos imunorreativas (CANTERAS et al., 1997). Posteriormente, estudos
mostraram que lesdes quimicas relativamente circunscritas a este ultimo sitio neural, o0 PMd,
reduzem drasticamente as respostas de fuga e congelamento motor durante o confronto com o
predador (CANTERAS et al., 1997). Estes resultados foram posteriormente confirmados e
ampliados por Blanchard et al. (2003) que mostraram que a lesdo do PMd reduz drasticamente
tanto as respostas de esquiva e congelamento ao odor do gato, quanto a resposta de
congelamento e fuga quando o gato esta presente. Estes dados mostram que o PMd possui um
papel critico nas respostas de defesa expressas durante o confronto direto com predadores
naturais ou ao seu odor. Contudo, as lesbes no PMd ndo foram capazes de aumentar a
atividade exploratéria dos bracos abertos no labirinto em cruz elevado (resposta
incondicionada), nem diminuir o freezing condicionado ao choque nas patas desses animais
(BLANCHARD et al., 2003).

Esses resultados indicam que diferentes vias podem estar envolvidas na organizacéo
das respostas comportamentais frente a diferentes tipos de estimulos aversivos, e em
particular apontam para a especificidade do circuito hipotalamico de defesa para as respostas
comportamentais a estimulos ligados aos predadores naturais (BLANCHARD et al., 2003).

O circuito hipotalamico de defesa, ilustrado na figura 1, integra informacdes do
sistema septo-hipocampal e amigdalar. O AHN esté envolvido na integracdo de informacoes
do sistema septo-hipocampal veiculadas pela parte rostral do nacleo septal lateral (RISOLD e
SWANSON, 1997). Além disso, sitios hipocampais recebem aferéncias de distritos
amigdalares responsivos a presenca do predador, em particular do nucleo lateral e nucleo
basomedial da amigdala (PETROVICH et al., 2001).

O VMHdm, por sua vez, integra informag6es amigdalares oriundas particularmente da
parte poéstero-ventral do nudcleo medial e da parte posterior do nucleo basomedial.
Experimentos examinando o padrdo de expressdao da proteina Fos mostraram que durante a
exposicdo ao gato, sistemas amigdalianos especificos estdo envolvidos na detec¢do da

presenca do predador. Ratos expostos ao gato apresentam um aumento significativo na
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expressdo de Fos na por¢do posteroventral do nucleo medial da amigdala (MEApv), na parte
posterior do ndcleo basomedial (BMAp) e em regides caudais do ndcleo lateral (LA)
(CANTERAS et al., 2001; MARTINEZ et al., 2010). Dielenberg et al. (2001) demonstraram
em ratos, que a exposi¢do ao odor do gato leva a uma grande e seletiva ativacdo do MEApv,
sugerindo que esta regido particular da "amigdala vomeronasal" estd envolvida no
processamento do odor do predador.

O ndcleo medial da amigdala (MEA) representa o sitio amigdalar com aumento mais
expressivo de células imunorreativas a proteina Fos apds o confronto direto com o predador
natural (MARTINEZ et al., 2010). Corroborando estes resultados, trabalhos com lesfes
envolvendo o MEA mostraram que animais com lesfes centradas neste ndcleo praticamente
abolem a expressdo de comportamentos defensivos (como o congelamento e a esquiva),
aumentando sua locomocdo e sua atividade exploratoria quando expostos ao gato
(MARTINEZ et al., 2010) ou ao seu odor. (LI et al., 2004). A integracdo amigdalar de outras
pistas relativas ao predador, que ndo o seu odor, é aparentemente processada por um circuito
envolvendo as porgbes caudais do LA e o BMAp, que sdo macicamente conectados. As
regides caudais do LA, e em menor grau 0 BMAp, integram informacdes de areas corticais
associativas visuais e auditivas (MCDONALD, 1998; SHI e CASSEL, 1999) e desta forma,
estdo em posicdo de responder a um amplo espectro de informagdes sensoriais relativas ao
predador que ndo somente o odor. Durante a exposi¢do ao predador ou contexto associado,
lesGes centradas nestes nucleos resultaram em alteracdes similares as observadas apds lesdes
no MEA (MARTINEZ et al., 2010). Ainda, estudos anteriores indicam que o complexo
amigdalar basolateral pode atuar tanto no processo de aquisicdo como na consolidacdo da
memdria aversiva contextual (ROGAN e LEDOUX, 1996; TAKAHASHI et al., 2007).
Especificamente, a lesdo ou a inibicdo farmacoldgica deste sitio imediatamente apos a
exposicdo ao odor do gato levou a reducdo da resposta defensiva contextual no teste de medo
condicionado (TAKAHASHI et al., 2007).

Curiosamente, apesar do nucleo central da amigdala (CEA) ser fundamental para as
respostas exibidas no teste de medo condicionado (LEDOUX et al., 1988, 2000), esse se
mostrou pouco mobilizado durante a ameaca predatoria, e lesbes centradas neste nicleo ndo
foram capazes de alterar a resposta comportamental frente ao predador natural, novamente
reforcando a hipotese de que circuitos segregados podem responder seletivamente a diferentes
ameacas (MARTINEZ et al., 2010).
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1.2.1 O papel funcional do PMd e seus principais alvos de projecéo

Conforme ilustrado na figura 1, o PMd interfere tanto com as respostas de defesa
incondicionadas como contextuais. O papel funcional deste sitio hipotalamico parece
depender de seus principais alvos de projecéo, a saber, a parte ventral do nucleo antero-medial
do talamo, envolvido no processamento mneménico das respostas aversivas (CARVALHO-
NETTO et al., 2010), e alvos especificos da matéria cinzenta periaquedutal, envolvidos na
expressdo das respostas de defesa inatas e contextuais (CEZARIO et al., 2008).

Diversas evidéncias sugerem que a projecdo para a parte ventral do nucleo antero-
medial do tdlamo desempenha um importante papel no processo de formacdo da memodria
contextual as ameacas predatorias. Estas evidéncias foram salientadas por Carvalho-Netto et
al. (2010) que demonstraram que a lesdo unilateral deste sitio talamico € capaz de reduzir as
respostas contextuais, mas ndo alteram as respostas incondicionadas de animais expostos ao
gato. Este efeito é gradativamente potencializado quando a lesdo acomete bilateralmente esse
nacleo e/ou afeta também o nucleo Reuniens, um outro sitio talamico que também recebe
aferéncias do PMd (CANTERAS e SWANSON, 1992).

A matéria cinzenta periaquedutal (PAG) estd envolvida na execucdo do
comportamento de defesa durante o confronto com o predador ou em resposta ao contexto
associado, bem como participa na mediacdo das respostas autbnomicas durante a defesa anti-
predatéria (LEDOUX et al., 1988; BITTECOURT et al., 2004; CEZARIO et al., 2008).
Fernandes de Molina e Husperger (1962) propdem que o circuito envolvido nas respostas de
defesa estad hierarquicamente organizado, uma vez que lesdes centradas na PAG, e ndo nas
demais regibes, foram capazes de abolir por completo as respostas defensivas expressas por
gatos ndo anestesiados ap0Os estimulacdes intracranianas. Corroborando essa proposta, foi
demonstrado que estimulacdes elétricas ou quimicas centradas na PAG de ratos foram
capazes de evocar o repertério de respostas defensivas (BITTENCOURT et al., 2004). De
particular interesse, estudos utilizando o tracador anterégrado Leucoaglutina do Phaseulus
Vulgaris revelaram que a coluna dorsolateral da PAG, em menor grau dorsomedial, sdo
inervadas pela porcdo ventrolateral do PMd (GOTO et al.,, 2005; MOTTA et al., 2009).
Adicionalmente, posterior analise utilizando a proteina Fos como ferramenta neuroanatémica
revelou que existe correspondéncia entre as areas descritas acima e aquelas que apresentam
aumento mais expressivo de células Fos imunorreativas apds o confronto com o predador
(MOTTA et al., 2009). Pesquisas recentes apontam que o glutamato € um neurotransmissor

fundamental na via entre 0 PMd e a PAG, uma vez que a inibicdo de receptores de NMDA na
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PAG resulta na reducdo dos comportamentos exibidos em conseqliéncia da exposicdo ao
predador (AGUIAR et al., 2009).

Cat Exposure
Intermediate
Contextual Cues= = 2 > LS > AHN
CA1 / Subiculum —>AMv ====> Memory Processing
Hippocampus Septum Thalaois
LHAsf ——> PMd—
Polimodal Sensory
«ee»LA—>BMAp— \
Predator Cues LA p PAG c=cox Unconditioned
-~ Behavioral Responses
VMHd Brainstem P
Predator Odor ====sssess »MEApv Hypothalamus
Amygdala
Exposure to Predatory Context
Intermediate Contextual Conditioned
Contextual Cuese = A1 Sublculum > LS > AHN PMd > P’:G .r‘ * =% Behavioral Responses
rainstem
Hippocampus Septum Hypothalamus

Figura 1. Diagramas esquematicos mostrando os sistemas neurais envolvidos no processamento das ameagas
predatdrias incondicionadas e condicionadas contextuais, bem como no processamento das respostas
de defesa anti-predatoria inatas e condicionadas (ver Cezério et al., 2008). AbreviagGes: AHN —
nacleo hipotalamico anterior; AMv — nicleo antero-medial do talamo, parte ventral; BMAp — nlcleo
basomedial da amigdala, parte posterior; CA1/Subiculum — campo hipocampal CA1 e subicular; LA —
nacleo lateral da amigdala; LHAsST — area hipotalamica lateral, parte subfornicial; LS — area septal;
MEApv — nacleo medial da amigdala, parte péstero-ventral; PAG — matéria cinzenta periaquedutal;
PMd — nucleo pré-mamilar dorsal; VMHdm — nlcleo ventromedial do hipotalamo, parte dorsomedial.

1.3 A modulacdo noradrenérgica das respostas anti-predatérias e 0s grupamentos
noradrenérgicos

A transmissdo noradrenérgica tem sido implicada em mudancas comportamentais
relacionadas ao estresse (BREMNER et al., 1996; MORILAK et al., 2005). Nesse contexto,
agentes beta-bloqueadores sdo amplamente usados em distdrbios ansiogénicos, tais como
fobia social (BRUNELLO et al., 2000), disturbios pds-traumaticos (GILES, 2005; VAIVA et
al., 2003), e disturbios do panico (HIRSCHMANN et al., 2000). Em modelos animais de
ansiedade, o propranolol, um agente beta-bloqueador, é capaz de promover efeitos ansioliticos
em testes comportamentais como o do labirinto em cruz elevado (GORMAN e DUNN, 1993;
AUDI et al., 1991) e o do campo aberto (ANGRINI et al., 1998). Do Monte et al. (2008)
compararam os efeitos de agentes beta-bloqueadores de acao central (propranolol) aos agentes
beta-bloqueadores de acdo periférica (nadolol) nas respostas incondicionadas e contextuais ao

odor de gato. Os autores também examinaram um possivel substrato neural mediando a
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modulacdo noradrenérgica destas respostas de defesa ao odor de gato. Os resultados
demonstraram que beta-bloqueadores de acdo central (propranolol) administrados
sistemicamente reduzem as respostas de defesa incondicionadas e reduzem drasticamente a
ativacdo do PMd em resposta ao odor de gato. As alteragdes comportamentais observadas
apos a aplicacdo sisttmica de beta-bloqueador foram replicadas ap6s a aplicacdo de outro
agente beta-bloquedor, o atenolol, diretamente no PMd. Demonstrando assim, que a aplicagéo
local reduziu as respostas de defesa durante a exposi¢édo direta ao odor de gato.

Evidéncias experimentais indicam a adrenalina é liberada em situacdes com alto teor
emocional, e tem um papel chave na consolidagdio mnemédnica de eventos aversivos
(MCGAUGH, 2004). Em concordancia com este dado, tanto a aplicacdo periférica de beta-
bloqueador de acdo central (propranolol), quanto a aplicacdo local (atenolol), reduziram as
respostas contextuais exibidas quando os animais foram re-expostos ao ambiente no qual
haviam sido expostos ao odor de gato no dia anterior (DO MONTE et al., 2008). Além disso,
a aplicacdo de atenolol no PMd imediatamente antes do contexto predatorio reduziu as
respostas de defesa adquiridas na sessdo de condicionamento durante a exposicao ao odor de
gato no dia anterior. Estes achados sugerem que tanto as respostas incondicionadas, como as
contextuais ao odor de gato dependem de uma acdo noradrenérgica central mediada pelo
nacleo pré-mamilar dorsal (PMd), que representa o sitio neural mais responsivo as ameacas
predatorias (CANTERAS et al., 1997; DIELENBERG et al., 2001; STAPLES et al., 2008;
MARTINEZ et al., 2008; CEZARIO et al., 2008).

As células produtoras de noradrenalina do cérebro estdo quase que exclusivamente
confinadas no bulbo e na ponte. Com base na topografia, elas podem ser divididas em trés
sistemas principais formados pelo complexo do locus ceruleus, o sistema do tegmento lateral
e 0 grupamento associado ao ncleo do trato solitario (LINDVALL e BJORKLUND, 1983).

O locus ceruleus (LC), que corresponde ao grupamento A6, esta localizado no tronco
encefalico, na regido periventricular cinzenta do istmus. Topograficamente continuo na
por¢do mais ventral do LC estd o ndcleo subceruleus, que contém alguns neurdnios
noradenérgicos e faz parte do complexo do LC. O complexo LC tem ainda uma extensao
dorsal na parte lateral do teto do quarto ventriculo, que corresponde ao grupamento A4
(DAHLSTROM e FUXE, 1964; LINDVALL e BJORKLUND, 1983).

As ceélulas do sistema do tegmento lateral se estendem do polo caudal do bulbo até o
nacleo motor do trigémio na ponte e sdo divididas em uma parte pontina e outra bulbar (na
medula oblonga) (DAHLSTROM e FUXE, 1964; PALKOVITS e JACOBOWITZ, 1974;
SWANSON, 1975; LINDVALL e BJORKLUND, 1983; MOORE e CARD, 1984).
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As células da parte bulbar (formada pelos grupamentos Al e A3) estendem-se da
decussagdo das pirdmides até o terco cranial dos ndcleos olivares inferiores. Proximo as
piramides, o grupamento Al encontra-se imediatamente lateral ao nucleo reticular lateral. No
rato, as células do grupo A3 sao dificeis de distinguir do grupo Al e por isso, frequentemente
referidas em conjunto apenas como grupamento Al (LINDVALL e BJORKLUND, 1983). As
células da parte pontina (formada pelos grupamentos A5 e A7) sdo distribuidas do nivel da
parte rostral do nucleo do nervo facial até o nivel do nicleo motor do trigémio. O grupamento
Ab esta situado caudalmente, e localiza-se medialmente a saida do nervo facial, préximo ao
complexo olivar superior. Rostralmente, a células noradrenérgicas se estendem entre a borda
do pedinculo cerebelar superior e o lemnisco lateral, formando o grupamento A7.
(DAHLSTROM e FUXE, 1964).

As células que compdem o grupamento A2 estdo no nucleo do trato solitario, também
com algumas células no nticleo motor dorsal do vago (DAHLSTROM e FUXE, 1964).

O LC foi o primeiro sistema neuromodulador a ser delineado anatomicamente (para
revisao ver MAEDA, 2000). No rato, compreende aproximadamente 1500 neur6nios de cada
lado do tronco cerebral que enviam projecdes para todo o sistema nervoso central, incluindo
medula espinal, tronco cerebral, cerebelo, diencéfalo e cortex, e € visto como o principal
grupamento noradrenérgico (SWANSON, 1975; MOORE e CARD, 1984).

Corroborando o papel da neurotransmissdao noradrenégica central durante a exposi¢do
a ameacas predatérias, estudos prévios demonstraram que o locus ceruleus esta
particularmente mobilizado durante a exposi¢do ao predador ou ao seu odor (DIELENBERG
et al.,, 2001; RIBEIRO-BARBOSA et al., 2005). Sabe-se que o PMd possui um plexo de
fibras noradrenérgicas (MOORE e CARD, 1984), contudo ainda ndo foi determinada a
origem desta invervacéo.

Em sintese, existe uma mediacdo central da transmissao noradrenérgica na resposta de
defesa anti-predatoria, influenciando as respostas incondicionadas e condicionadas, como
também a aquisicdo das respostas contextuais de medo. Notavelmente, o PMd parece ser um
local critico para mediar tais efeitos. Todavia, ainda ndo esta determinado quais sdo 0s sitio
noradrenégicos que aferentam o PMd. Neste sentido, dada a importancia da modulacdo
noradrenérgica do PMd, propomos no presente estudo uma investigacao sistematica dos sitios

noradrenérgicos que aferentam este nucleo.
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2 OBJETIVO



Determinar os sitios noradrenérgicos que aferentam o nudcleo pré-mamilar dorsal
(PMd). Para tanto os animais receberam inicialmente uma injecdo de um tracador retrégrado
Fluoro-Gold (FG), e seis a oito dias ap6s foram sacrificados, e seus encéfalos processados
para a deteccdo dos sitios noradrenérgicos (identificados através da reacdo de
imunofluorescéncia para detecgdo da tirosina hidroxilase — enzima passo limitante para
sintese de catecolaminas). Os encéfalos foram analisados no sentido de identificar as possiveis
fontes noradrenérgicas, bem como outras fontes catecolaminérgicas, que se projetam para o
PMd através da identificacdo das células duplamente marcadas para tirosina hidroxilase e
Fluoro-Gold.
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3 MATERIAL E METODOS



3.1 Animais

Foram utilizados 55 ratos machos adultos (Rattus norvegicus, linhagem Wistar)
provenientes do biotério do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo
(ICB - USP), pesando entre 250 e 300 g. Os animais foram acondicionados em biotério com
ciclo claro/escuro de 12h, com inicio do periodo claro as 13h, temperatura de 23 °C e acesso
livre a racdo e agua. Os procedimentos foram conduzidos com base no Protocolo de Etica
adotado pela Universidade de Sdo Paulo. Certificado 130/05/CEEA.

3.2 Injecoes iontoforética do tracador retrégrado (Fluoro-Gold)

InjecBes iontoforéticas de Fluoro-Gold foram inicialmente aplicadas no ndcleo pré-
mamilar dorsal.

Os animais foram anestesiados por via intraperitoneal com uma solucdo de Equitesin
(0,3 ml/100 g) e em seguida posicionados em aparelho estereotaxico onde receberam um
deposito iontoforético unilateral de Fluoro-Gold no nucleo pré-mamilar dorsal (PMd)
[Coordenadas estereotéxicas: anteroposterior, -4.16 mm do bregma; latero-lateral, 0.4 mm do
seio sagital; dorsoventral, —8.4 mm da superficie do encéfalo].

Os depésitos foram feitos através de micropipetas de vidro com diametro interno de
ponta da ordem de 20 um, mediante aplicacdo de +10 mA de corrente pulsatil (7s “on”, 7s
“off”) durante 8 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 o escoamento do tracador ao longo do trajeto da pipeta.

3.3 Perfusao e histologia

Apls o periodo necessario para recuperacdo cirdrgica, captacdo e transporte do
tracador (seis a oito dias), os animais foram profundamente anestesiados por via
intraperitonial com uma solucgéo de hidrato de cloral (Merck) 10% na proporg¢éo 0,4 ml/100 g
de peso corpéreo, e em seguida, através de uma bomba peristéltica (Cole Parmer), foram
perfundidos por via transcardiaca inicialmente com 150 ml de uma solucdo salina 0,9%,
seguida de 900 ml de uma solucéo fixadora de paraformaldeido a 4% diluido em tampé&o

fosfato de sddio 0,1 M (pH 7,4). Os encéfalos permaneceram nas caixas cranianas por 3h
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antes de serem removidos e transferidos para uma solugéo contendo sacarose 20% em tampé&o
fosfato de potassio 0,02 M, onde permaneceram por aproximadamente 12 horas.

Em seguida, cortes frontais seriados, com 40 pum de espessura, foram obtidos
utilizando-se um microtomo de congelamento (Carl Zeiss). Os cortes foram colhidos
sequencialmente em cinco compartimentos, de forma que a distancia entre os cortes em um

mesmo compartimento era de 200 pm.

3.4 Deteccdes imunohistoquimica do FG para revelacdo do local de injecdo e mapeamento
geral das células retrogradamente marcadas nos grupamentos catecolaminérgicos

Para deteccdo imunohistoquimica do FG, os cortes foram inicialmente incubados em
uma solucéo de tampao potéssio fosfato de sédio (KPBS) contendo Triton X-100 a 0,3%, soro
normal de cabra a 2% e anticorpo anti-FG obtido em coelho (Ab-153/Chemical International)
concentracdo de 1:5.000. Foram mantidos sob agitacdo constante a 4 °C durante 48h. O
complexo antigeno-anticorpo foi localizado utilizando-se uma variagdo do sistema formado
pelo complexo avidina-biotina (ABC) (HSU e RAINE, 1981). Assim, ap0s a incubacéo com o
anticorpo primario, os cortes foram incubados em uma solucgéo contendo anticorpo biotinilado
anti-coelho feito em cabra (Vector Laboratories) concentracdo de 1:200 em temperatura
ambiente por 90 minutos e em seguida, colocados em uma solugdo contendo o composto
avidina-biotina-HRP (ABC Elite Kit, Vector Laboratories) numa diluicdo de 1:200 por 90
minutos para ligar a peroxidase ao complexo antigeno-anticorpo. Na reacdo da
imunoperoxidase, para a revelacdo do complexo antigeno-anticorpo foi utilizado basicamente
o0 protocolo de Itoh et al. (1979). Resumidamente, os cortes foram incubados em uma solugéo
de KPBS contendo 50 mg de tetrahidrocloreto de 3-3’diaminobenzidina-DAB (Sigma) e 40
mg de cloreto de amdnia em 100 ml por 5 minutos. Em seguida, foi adicionado B-D-glicose
(Sigma) e a reacdo foi interrompida ap6s um periodo variavel de tempo. Apds novas lavagens
com KPBS, os cortes foram montados seqliencialmente em laminas gelatinizadas cobertas
com laminulas utilizando DPX como meio de montagem. Cortes adjacentes foram corados
pelo método de Nissl com tionina 0,25% como corante para servir como referéncia

citoarquiteténica.
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3.5 Anélise imunohistoquimica da distribuicao das fibras catecolaminérgicas no PMd

Para confirmar a existéncia de fibras positivas para tirosina hidroxilase no PMd, uma
série de seccdes obtidas de um rato adulto foi preparada pelo método de imunoperoxidase
para deteccdo de TH. Para tanto, os cortes foram incubados durante 48h em uma solucéo
tampéo de KPBS 0,02 M (pH 7.4) contendo anticorpo primario anti-tirosina hidroxilase (TH)
monoclonal obtido em camundongo (Immunostar) concentracdo de 1:5000. Apds este
periodo, os cortes foram novamente lavados e incubados por 90 minutos em solucao contendo
anticorpo secundario biotinilado anti-camundongo obtido em cavalo (Vector Laboratories)
concentracdo 1:200 e entdo processados pelo mesmo protocolo descrito para detec¢do imuno-
histoquimica de Fluoro-Gold. Cortes adjacentes foram corados pelo método de Nissl com

tionina 0,25% como corante para servir como referéncia citoarquitetdnica.

3.6 Reacdo de dupla imuno-fluorescéncia para Fluoro-Gold (FG) e tirosina hidroxilase
(TH)

Para deteccdo do FG, os cortes foram inicialmente incubados em uma solugéo de
KPBS contendo Triton X-100 a 0,3%, soro normal de Burro a 2% e anticorpo anti-FG obtido
em coelho (Ab-153/Chemical International) concentracdo de 1:5.000. Foram mantidos sob
agitacdo constante a 4 °C durante 48h. Ap6s a incubagdo com o anticorpo primario, os cortes
foram incubados em uma solugé@o contendo anticorpo biotinilado anti-coelho, feito em cabra
(Vector Laboratories), concentracdo de 1:200 em temperatura ambiente por 120 minutos e em
seguida, colocados em uma solucdo contendo estreptoavidina conjugado com composto
fluorescente (CY™3- Jackson ImunoResearch, West Grove- EUA) (Amax=550 nm,
Emax=570 nm). Na seqliéncia, os cortes foram lavados e processados para marcacdo de TH.

Assim, os cortes foram incubados durante 48 h em uma solucdo de tampdo de KPBS
0,02 M (pH 7.4) contendo anticorpo primario anti-tirosina hidroxilase monoclonal obtido em
camundongo (Immunostar) concentracdo de 1:5000. Apos este periodo, os cortes foram
novamente lavados e incubados por 120 minutos em solucdo contendo anticorpo secundario
anti-camundongo conjugado a composto florescente (CY ™2- Jackson ImunoResearch, West
Grove- EUA) (Amax=492 nm, Emax 510 nm), obtido em burro. Ap6s novas lavagens com
KPBS, os cortes foram montados seqliencialmente em laminas gelatinizadas cobertas com

laminulas utilizando antifade (Invitrogen) como meio de montagem. Posteriormente foram
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armazenadas protegidas da luz a -20 °C. Cortes adjacentes foram corados pelo método de

Nissl com tionina 0,25% como corante para servir como referéncia citoarquitetonica.

3.7 Anélise do material

3.7.1 Microscopia de campo claro: Desenhos em Camera Llcida

Os cortes processados imunohistoquimicamente para 0 mapeamento geral da
distribuicdo das celulas retrogradamente marcadas nos sitios catecolaminérgicos foram
observados em microscopio Nikon Eclipse E400 equipado com camera lucida Nikon Y-DT,
através do qual foram realizados desenhos para representacdo da distribuicdo das células

retrogradamente marcadas nos sitios catecolaminérgicos.

3.7.2 Microscopia de Epifluorescéncia

Os cortes reagidos pelo método de dupla-fluorescéncia foram analisados utilizando-se
um microscopio Nikon Eclipse 80i equipado com epifluorescéncia e uma camera digital
Nikon DXM 1200F, onde foram observadas as células retrogradamente marcadas, as células

imuno positivas para TH e as células duplamente marcadas.

3.7.3 Fotomicrografias

Tanto o material processado imunohistoquimicamente, quanto os cortes reagidos pelo
método de dupla-fluorescéncia, foram documentados fotograficamente com um microscopio

Nikon Eclipse 80i equipado com epifluorescéncia e uma camera digital Nikon DXM 1200F.
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4 RESULTADOS



4.1 ldentificacdo da Inervacédo TH positiva no PMd

Uma série de seccdes obtidas de um rato adulto foi preparada pelo método de
imunoperoxidase para deteccdo de TH. Apos o processamento, foi examinado toda a extenséo
do PMd através de microscopia de campo claro e escuro. A figura 2A ilustra o padrdo de
inervacdo do nucleo, demonstrando que o PMd possui um namero relativamente pequeno de

fibras TH imunorreativas, as quais sao mais visiveis nas por¢cdes mais ventrais do ndcleo.

4.2 ldentificacédo das aferéncias TH positivas para o PMd

Foram obtidos seis casos com depdsitos de Fluoro-Gold relativamente circunscritos ao
nacleo pré-mamilar dorsal, sendo o padrdo de marcacao retrégrada semelhante entre eles. Foi
selecionado um caso cujo sitio de injecdo imunorreagido para deteccdo de Fluoro-Gold esta
ilustrado em campo claro na figura 3A. Uma questdo a ser considerada neste ponto € o sitio
efetivo de captacdo do tracador. Durante o periodo de sobrevida, ocorre difusdo do tracador
formando um alo ao redor do seu depdsito, que corresponde ao sitio efetivo de captacdo do
mesmo. No corte reagido imunohistoquimicamente (Figura 3A), temos o depdsito do tragcador
englobando uma area que é bem maior do que o seu sitio efetivo de captacdo. Para tanto,
ilustramos na figura 4 um corte ndo reagido, mostrando apenas a fluorescéncia do depoésito de
FG, onde podemos evidenciar claramente a regido central do depdsito (que corresponde ao
sitio ativo de captacdo) e a regido do alo. Nota-se que a concentracdo do tragador na regido do
alo é insuficiente para garantir marcacéo retrograda adequada.

No mapeamento geral utilizando-se os cortes reagidos imunohistoquimicamente para a
deteccdo das células retrogradamente marcadas pelo FG, examinamos todos os sitios
catecolaminérgicos, a saber, os sitios Noradrenérgicos (Al- A7), Dopaminérgicos (A8-Al4) e
Adrenérgicos (C1-C3). Nestes sitios, a vasta maioria das células retrogradamente marcadas
foi encontrada no locus ceruleus (Figuras 3B, 5 e 6A) e apenas poucas células foram
ocasionalmente encontradas no territorio do grupamento noradrenérgico A5. Nenhum dos
outros territdrios catecolaminérgicos apresentou marcacdo retrograda. Na figura 5,

representamos através de desenhos feitos em cdmara lucida a distribuicdo das células
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retrogradamente marcadas ao longo da extensdo do locus ceruleus e regido periventricular
pontina adjacente.

Utilizando o metodo de dupla-fluorescéncia para deteccdo imunohistoquimica de
Fluoro-Gold (FG) e tirosina hidroxilase (TH), voltamos a examinar todos 0s grupamentos
catecolaminérgicos afim de identificar as possiveis fontes de inervacgao catecolaminérgica ao
PMd. Nesta andlise, confirmamos que dentre os grupamentos catecolaminérgicos, células
retrogradamente marcadas sdo encontradas apenas no locus ceruleus, sendo a grande maioria

destes neurdnios também imunorreativos para TH (Figura 6).
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PMd (nucleo pré-mamilar dorsal)
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Figura 3. (A) Fotomicrografia em campo claro de corte frontal imunorreagido para a deteccdo de Fluoro Gold
ilustrando o local de injecdo do tracador. (B) Fotomicrografia em campo claro de corte frontal
imunorreagido para a deteccdo de Fluoro Gold ilustrando células retrogradamente marcadas
(indicadas pelas setas brancas) localizadas no Locus ceruleus. Abreviagdes: 3V (Terceiro ventriculo),
fx (fornice), LC (locus ceruleus), mtt (trato mamilo-talamico), PMd (pré-mamilar dorsal)

Figura 4. Fotomicrografia utilizando epifluorescéncia de corte frontal ilustrando o local de injecéo do tracador
no experimento 25 (centro de injecdo e alo). Corte ndo reagido, visualizado através da fluorescéncia
do tragador. Abreviagdes: 3V (Terceiro ventriculo), PMd (pré-mamilar dorsal), PMv (pré -mamilar

ventral).
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Figura 5. (A-D) Desenhos feitos em camara licida d o experimento 25 da regido periventricular pontina
arranjadas no sentido rostro-caudal (de A para D) ilustrando a distribuicdo das células
retrogradamente marcadas (indicadas como pontos vermelhos) ao longo de toda a extensdao do Locus
ceruleus. Abreviagdes: B (nGcleo de Barrington), DTN (nicleo tegmental dorsal), LC (locus
ceruleus), LDT (nacleo tegmental laterodorsal), NI (nucleo incerto), SG (nucleo supragenual).
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Figura 6. (A) Fotomicrografia utilizando epifluorescéncia de corte frontal ao nivel do LC ilustrando células
imunopositivas para tirosina hidroxilase. (B) Fotomicrografia em epifluorescéncia de corte frontal
imunorreagido para a deteccdo de Fluoro Gold ilustrando células retrogradamente marcadas no Locus
ceruleus. Para orientacdo, setas e nimeros foram colocados para indicar o posicionamento das células
duplamente marcadas.
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5 DISCUSSAO



No presente trabalno mostramos inicialmente que o PMd possui um plexo
relativamente esparso de fibras catecolaminérgicas que se encontra disperso pelo nucleo,
sendo que a maior concentracdo é observada em sua porcdo ventral. Os resultados de nossos
experimentos de rastreamento retrogrado, aliados a marcagdo dos grupamentos
catecolaminérgicos revelaram que o locus ceruleus, considerado o principal grupamento
noradrenérgico, apresentou um pequeno, porém consideravel, nimero de células duplamente
marcadas, sugerindo que as fibras catecolaminérgicas que se projetam ao PMd séo
basicamente oriundas deste ndcleo.

De acordo com Do Monte et al. (2008), beta-bloqueadores de agédo central
(propranolol) administrados sistemicamente reduzem drasticamente a ativacdo do PMd, assim
como as respostas de defesa incondicionadas ao odor do gato. Neste mesmo estudo, foi
demonstrado que a aplicacdo local de agente beta-bloquedor (atenolol) no PMd reduziu as
respostas de defesa durante a exposicdo direta ao odor de gato e também as respostas
contextuais ao ambiente pareado ao odor de gato testadas no dia seguinte. Além disso, como
ja mencionado, estudos prévios reportaram que o locus ceruleus estd particularmente
mobilizado durante a exposi¢do ao predador ou ao seu odor (DIELENBERG et al., 2001;
RIBEIRO-BARBOSA et al., 2005).

Corroborando o papel da neurotransmissao noradrenégica central durante a exposicao
a ameacas predatorias, Pavesi et al. (2010) reportaram que a estimulacdo beta adrenérgica do
PMd (possivelmente através de receptores beta 1) foi capaz de induzir condicionamento
aversivo quando pareada a um odor neutro de Acetato de Amila.

Levando-se em conjunto os achados da presente investigacdo e as informacdes da
literatura, poderiamos esperar que lesdes do locus ceruleus interferissem de forma critica nas
respostas anti-predatdrias, e para tanto, experimentos que envolvam lesbes ou inativagdes
deste sitio neural seriam de extrema importancia para elucidar o papel dessa estrutura durante
0 comportamento defensivo. Assim, na tentativa de enderecar esta questdo, experimentos
feitos em nosso laboratério mostraram que as lesGes ou inativa¢es do locus ceruleus séo
particularmente complexas devido ao acometimento de estruturas vizinhas, como o ndcleo de
Barington (o centro de mic¢do pontina) e 0s nucleos vestibulares. Notamos também que 0s
animais com lesbes do locus ceruleus normalmente apresentam sérios déficits vestibulares,
assim como retencdo urinaria severa, levando a um quadro de debilidade que dificulta a
avaliacdo destes animais nos testes comportamentais.

Por fim, considerando o papel critico que a transmissao noradrenérgica exerce no PMd

para o0 desencadeamento das respostas anti-predatorias, esperavamos uma inervacgao
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noradrenérgica mais conspicua neste sitio neural. Desta forma, especulamos que além da
projecéo direta do locus ceruleus, o PMd poderia ser alvo da noradrenalina e/ou adrenalina
circulante, as quais provavelmente exerceriam a principal influéncia catecolaminérgica para o
nacleo. Entretanto, a barreira hemato-encefalica limita tanto a entrada de noradrenalina no
cérebro de mamiferos, quanto de seu precursor, a dopamina (WEIL-MALEERBE, 1961,
GLOLWINSKI e BALDESSARINI, 1966). Ainda considerando o fato que o PMd é alvo de
um numero relativamente pequeno de células e é inervado por poucas fibras
catecolaminérgicas, poderiamos supor que a noradrenalina ndo exerceria seu papel no PMd
como neurotransmissor classico, mas sim como modulador da transmissdo sinaptica de outros
neurotransmissores, como por exemplo, o glutamato (WOODWARD et al., 1991). Embora
esta hipdtese seja plausivel, os dados de Pavesi et al. (2010) d&o suporte a hipdtese de uma
acao direta da noradrenalina como neurotransmissor classico nos receptores adrenérgicos
beta-1 e que a semelhanca de um estimulo predatério pode ser utilizada como um estimulo
incondicionado eficiente para promover condicionamento aversivo a estimulo olfatorio
neutro.

A atividade do LC varia de acordo com o nivel de alerta, apresentando alta freqliéncia
de disparos durante a vigilia, diminuindo durante a sonoléncia e esta praticamente silenciado
durante o sono paradoxal (ASTON-JONES et al., 1981, 1999). A freqiiéncia de disparos dos
neurbnios do LC também € reduzida quando os animais aparentemente estdo desatentos a
pistas ambientais, como durante os comportamentos de ingestdo e auto limpeza (ASTON-
JONES et al.,1981, 1988, 1999). Sua atividade é potencialmente elevada por grande variedade
de estimulos estressores (BREMNER et al.,1996), assim como por estimulos sensoriais
visuais, auditivos, e tateis (ASTON-JONES et al., 1981) aumentado o nivel de atencdo e
influenciando a resposta comportamental. Em resumo, o LC é responsivo a eventos novos no
ambiente e a resposta € potencializada de acordo com a relevancia do estimulo, mas ainda ndo
sabemos ao certo as vias que medeiam estas respostas. Especificamente, as pistas relativas a
presenca do predador seriam sinalizadas ao LC como um evento novo e altamente relevante,
aumentado potencialmente sua atividade e este liberando noradrenalina no PMd, que esta
sinalizando especificamente a presenga ou contexto do predador, seria critico para amplificar
ou deflagrar a resposta de defesa.

Em conjunto, estes dados sugerem que embora poucas células do LC oferecam um
modesto contingente de fibras ao PMd, seriam estes 0s responsaveis por todo o suporte
noradrenérgico de crucial importancia para expressdao completa do comportamento de defesa

frente a ameacas predatorias e para o processo de consolidacdo de memoria contextual e estes
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eventos. Permanece assim para ser elucidado, mostrando a necessidade de determinar a
densidade de receptores catecolaminérgicos no nucleo, as alteragbes dos niveis
catecolaminérgicos durante as interacdes predatorias.

Entendemos desta forma que os nossos achados séo particularmente interessantes no
sentido de ampliar o entendimento das possiveis vias de acdo dos sistemas catecolaminérgicos

nas respostas anti-predatorias.
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6 CONCLUSAO



Levando em consideracdo os resultados obtidos no presente trabalho, concluimos que
a Unica fonte de aferéncias catecolaminérgicas para o nucleo pré-mamilar dorsal é oriunda do
locus ceruleus, onde encontramos um numero conspicuo de células duplamente marcadas,

indicando ser este o responsavel pelo suporte noradrnérgico ao PMd.
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