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RESUMO

Souza CGS. Mapeamento das conexfes eferentes e aferentes do nucleo
cuneiforme. 2018. 55 folhas. Tese (Doutorado em Ciéncias Morfofuncionais).
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2018.

O nucleo cuneiforme é um sitio neural mobilizado apés a exposi¢cdo ao predador, ou
ao odor do gato e, a sua estimulacdo promove respostas defensivas como
congelamento motor e fuga. Trabalhos mostram que lesbes que acometem o setor
dorsal rostral e a parte ventrolateral caudal da substancia cinzenta periaquedutal e o
ndcleo cuneiforme abolem as respostas defensivas e aumentam os comportamentos
exploratérios. Com isso, postulamos que o ndcleo cuneiforme seria importante na
modulacdo de respostas comportamentais defensivas e, dessa forma, investigamos
as suas projecoes eferentes e aferentes, para que possamos amplificar o
conhecimento acerca do “circuito responsivo a ameaca predatoria”. Para isso, foram
realizadas injecdes iontoforéticas unilaterais de leucoaglutinina do Phaseolus vulgaris
no ndcleo cuneiforme para o estudo de suas eferéncias e, inje¢cdes iontoforéticas
unilaterais de Fluorogold no ndcleo cuneiforme para o estudo de suas aferéncias.
Através dos resultados obtidos, observamos que o nucleo cuneiforme apresenta
conexdes com estruturas importantes para expressao do comportamento de defesa e
estaria em posicdo de receber informacdes das pistas do predador, uma vez que é
aferentado por estruturas que compdem o “circuito responsivo a ameaca predatéria”
(i.e nudcleo hipotalamico anterior, parte dorsomedial do nucleo ventromedial
hipotalamico, parte ventrolateral do nucleo pré-mamilar dorsal e coluna dorsolateral
da substancia cinzenta periaquedutal). Com os dados das eferéncias postulamos que
0 nucleo cuneiforme estaria em posi¢cao de retroalimentar o “circuito responsivo a
ameaca predatoria” e participaria de um circuito neural que modularia a expressao
das respostas de avaliacéo de risco frente ao predador. O coliculo superior através de
suas projecdes eferentes mobilizaria a coluna dorsolateral da substancia cinzenta
periaquedutal e o nucleo cuneiforme. O Ultimo por sua vez, através das proje¢des para
0 nucleo septal medial modularia a geragéo do ritmo teta no eixo septo-hipocampal.
Adicionalmente, o nucleo cuneiforme retroalimentaria a coluna dorsolateral da
substancia cinzenta periaquedutal, a porcdo dorsomedial do nucleo ventromedial

hipotalamico e o nucleo hipotalamico anterior, que através de suas eferéncias



mobilizaria o septo lateral rostral ventrolateral, que potencialmente influenciaria a

formacao hipocampal.

Palavras-chaves: Nucleo Cuneiforme. Comportamento de defesa. Avaliacdo de

risco. Eixo septo-hipocampal. Formacé&o hipocampal.



ABSTRACT

Souza CGS. The connections of the cuneiform nucleus. 2018. 55 folhas. Tese
(Doutorado em Ciéncias Morfofuncionais). Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2018.

The cuneiform nucleus is a neural site mobilized after exposure to the predator, or cat
odor, and its stimulation promotes defensive responses such as motor freezing and
escape. Studies show that lesions affecting the rostral dorsal sector and the caudal
ventrolateral part of the periaqueductal gray matter and the cuneiform nucleus abolish
defensive responses and increase exploratory behavior. In this way, we postulate that
the cuneiform nucleus would be important in the modulation of defensive behavioral
responses and, in this way, we investigate the efferent and afferent projections of the
cuneiform nucleus, so that we can amplify the knowledge about the "predatory threat
responsive circuit”. For this, unilateral iontophoretic injections of leucoagglutinin from
Phaseolus vulgaris were performed in the cuneiform nucleus for the study of their
eferences and, unilateral iontophoretic injections of Fluorogold in the cuneiform
nucleus for the study of their afferences. Through the obtained results, we observed
that the cuneiform nucleus has connections with structures important for the
expression of the defense behavior and would be in a position to receive information
from the clues of the predator, since it is inferred by structures that make up the
"predatory threat responsive circuit" (ie anterior hypothalamic nucleus, dorsomedial
part of the hypothalamic ventromedial nucleus, ventrolateral part of the dorsal pre-
mammillary nucleus and dorsolateral column of the periaqueductal gray matter). With
the data of the inferences we postulated that the cuneiform nucleus would be in
position to feed back the "predatory threat-responsive circuit" and would participate in
a neural circuit that would modulate the expression of the risk assessment responses
to the predator. The superior colliculus through its efferent projections would mobilize
the dorsolateral column of periaqueductal gray matter and the cuneiform nucleus. The
latter, in turn, through the projections to the medial septal nucleus would modulate the
generation of theta rhythm in the septohippocampal system. Additionally, the
cuneiform nucleus would feedback the dorsolateral column of the periaqueductal gray
matter, the dorsomedial portion of the hypothalamic ventromedial nucleus and the

anterior hypothalamic nucleus, which through its efferences would mobilize the



ventrolateral rostral lateral septum, which would potentially influence the hippocampal
formation.

Key-words: Cuneiform nucleus. Defense behavior. Risk assessment.

Septohippocampal system. Hippocampal formation.
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1 INTRODUCAO

O medo pode ser definido como um estado de sentimento subjetivo, com
alteracdes comportamentais e fisiolégicas que ocorrem em resposta a situagdes de
ameaca ambiental; € um sentimento universal e muito antigo, sendo por esse motivo
objeto de interesse em inUmeras pesquisas cientificas. O comportamento de defesa
consiste em um conjunto de respostas comportamentais altamente conservadas por
todos os animais ao longo da evolugéo, podendo ocorrer em resposta ao ataque de
um predador ou um coespecifico ou também, em resposta a um perigo eminente do
préprio ambiente, além de serem rapidamente condicionadas ao estimulo ameacador
ou a situacOes associadas a ele. A resposta de defesa natural (incondicionada) de um
animal frente ao seu predador é expressa de forma semelhante em todas as espécies
de mamiferos e o fato de ser incondicionada implica que a mesma pode ser eliciada
em animais selvagens ou de laboratério sem experiéncia prévia (BLANCHARD et al.,
2001).

Diversos estudos descreveram em detalhes os padrbes defensivos dos ratos
selvagens e de laborat6rio em resposta ao predador natural, no caso o gato e a pista
olfativa do mesmo (odor de gato), fornecendo uma analise detalhada dos
comportamentos de defesa inata e das situacdes em que eles ocorrem (BLANCHARD;
BLANCHARD, 1972; BLANCHARD et al., 1981; BLANCHARD; BLANCHARD, 1988;
BLANCHARD et al., 1989; 1990; 1991). A resposta de defesa incondicionada dos
roedores consiste das reacdes de fuga, congelamento motor e avaliacdo de risco
(BLANCHARD et al., 2001); sendo que o congelamento motor constitui a resposta
comportamental mais proeminente, frente a ameaca real do predador, enquanto as
posturas de avaliagdo de risco inclui comportamentos de orientagdo e busca de
informacdes sobre estimulos potencialmente perigosos, seguidos por aproximacdes
da &rea ou do estimulo ameacador, como o0 que ocorre frente ao odor do predador
(CANTERAS et al., 2008).

Em roedores, diversas estruturas exercem um papel importante na organizagcao
das respostas defensivas. Sabe-se que pistas olfatérias sdo processadas no bulbo
olfatério acessorio (MCGREGOR et al., 2004) e posteriormente integradas na parte
posteroventral do nucleo medial da amigdala, enquanto os estimulos sensoriais

visuais e auditivos sdo processados pelo ndcleo lateral da amigdala, pela parte
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posterior do nucleo basomedial da amigdala (MARTINEZ et al.,, 2011). Ambas as
pistas sensoriais processadas na amigdala séo projetadas para o circuito hipotalamico
de defesa (CANTERAS, 2002), especificamente para o nucleo ventromedial do
hipotalamo que, através de suas eferéncias (CANTERAS et al., 1994) mobiliza outros
dois nucleos, o nucleo hipotalamico anterior e a parte ventrolateral do nucleo pré-
mamilar dorsal. Este, por sua vez, amplifica a deteccdo das pistas predatorias e
influencia as respostas defensivas (CEZARIO et al., 2008) através de suas projecdes
descendentes para a coluna dorsolateral da substancia cinzenta periaquedutal
(CANTERAS et al., 1992). Juntos, esses sitios neurais formam o “circuito responsivo
a ameagca predatoria” (GROSS; CANTERAS, 2012; CANTERAS; GRAEFF, 2014).

Em particular, a coluna dorsolateral da substancia cinzenta periaquedutal
apresenta 0 maior grau de mobilizacdo durante a exposicdo direta ao predador
(CANTERAS; GOTO, 1999a; COMOLI et al., 2003), bem como os menores limiares
para provocar respostas integradas de defesa (BITTENCOURT et al.,, 2004).
Adicionalmente, dados obtidos utilizando como tragador anterégrado a leucoaglutinina
do Phaseolus vulgaris mostraram que seu principal alvo de projecao eferente é o
nacleo cuneiforme (MOTA-ORTIZ; CANTERAS, observacéo pessoal).

De acordo com literatura, o nucleo cuneiforme pode ser mobilizado em animais
expostos ao predador natural, ou expostos ao odor do gato (CANTERAS E GOTO,
1999; DIELENBERG et al., 2001), ou apés a estimulacdo do hipotalamo medial
(SANDER et al., 1993) e, além disso, microinjecBes de glutamato no nucleo
cuneiforme produzem respostas defensivas, como congelamento motor e fuga
(MITCHELL et al., 1988). Além disso, Netzer e colaboradores (2001) mostraram que
a estimulacdo do nucleo cuneiforme promove a ativagdo da coluna dorsolateral da
substancia cinzenta periaguedutal e induz respostas de excitagdo, aumento na
pressdo arterial e na frequéncia cardiaca. Sendo assim, inferiram que o ndcleo
cuneiforme e a coluna dorsolateral da substancia cinzenta periaquedutal seriam
componentes cruciais na circuitaria neural que modularia as alteracbes
cardiovasculares em resposta as reacgdes defensivas (NETZER et al., 2001).

Adicionalmente, um trabalho realizado em nosso laboratério mostrou que a
leséo isolada da parte dorsal rostral da substancia cinzenta periaguedutal ou a lesao
da parte ventrolateral caudal da substancia cinzenta periaquedutal, que acomete o
nacleo cuneiforme, inibiu a expressdo do congelamento motor e aumentou as

respostas de avaliacdo de risco em animais expostos ao predador. Em contrapartida,
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guando a lesdo acomete as trés regides (parte dorsal rostral e da parte ventrolateral
caudal da substancia cinzenta periaquedutal e nucleo cuneiforme) observa-se uma
diminuicao significativa nas respostas de congelamento motor e de avaliagao de risco,
aumentando os comportamentos exploratorios em ratos expostos ao gato (Rufino et
al., dados nado publicados). Com isso, postulamos que tanto a substancia cinzenta
periaguedutal quanto o nucleo cuneiforme sédo importantes para a expressao do
congelamento motor e para expressao das respostas de avaliagao de risco frente a
ameaca predatéria.

Estudos prévios demonstraram as conexdes do nucleo cuneiforme, porém 0s
dados sao divergentes. De acordo com Bernard e colaboradores (1989), o nucleo
cuneiforme apresenta escassas projecdes eferentes para diencéfalo e inferiram que
suas projecdes seriam quase que exclusivamente para tronco encefalico e medula.
Entretanto, trabalhos mostram que o nucleo cuneiforme apresenta eferéncias para
hipotalamo, tAlamo e tronco encefalico (EDWARDS, 1975; EDWARDS; OLMOS 1976;
KORTE et al., 1992; NETZER et al., 2001).

Com base na literatura e de estudos do nosso grupo, postulamos que o nucleo
cuneiforme, um sitio neural mobilizado frente a estimulos ameacadores ou aversivos
e principal alvo de projecao eferente da coluna dorsolateral da substancia cinzenta
periaguedutal, seria importante na modulacdo de respostas comportamentais
defensivas. Uma vez que os dados da literatura sdo discordantes em relacdo as
conexdes do nucleo cuneiforme, analisamos as suas projecdes eferentes e aferentes
para que assim, possamos ampliar o entendimento do “circuito responsivo a ameaca

predatoéria”.
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2 OBJETIVOS

Sabendo que o nucleo cuneiforme é o principal alvo de projecédo da coluna
dorsolateral da substancia cinzenta periaquedutal e que modularia as alteracdes
comportamentais frente a um perigo eminente, este estudo teve como objetivo
investigar as conexdes eferentes e aferentes do ndcleo cuneiforme, para que dessa
forma possamos ampliar o conhecimento acerca do “circuito responsivo a ameaca
predatéria”. Para isso, foram realizadas injecdes iontoforéticas unilaterais de
leucoaglutinina do Phaseolus vulgaris no nucleo cuneiforme para o estudo de suas
eferéncias e, injecdes iontoforéticas unilaterais de Fluorogold no ndcleo cuneiforme

para o estudo de suas aferéncias.
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3 MATERIAIS E METODOS

Para realizagao deste estudo foram utilizados ratos albinos (Rattus norvegicus,
linhagem Wistar), machos, adultos, com aproximadamente 90 dias de idade. Esses
animais foram provenientes do Biotério de Producédo de Ratos (ICB, Rede USP de
Biotérios) e mantidos no Biotério do departamento de anatomia da USP. Todos os
protocolos foram utilizados de acordo com certificado aprovado pela CEUA ICB (decl.
085/ 12/ CEUA) e normas estabelecidas pelo CONCEA. Os ratos foram alojados em
gaiolas de polipropileno (30 x 40 x 18 cm), em salas com sistema de ventilacao (23 £
2°C) e ciclo de luz de 12 h (1:00 - 13:00). Agua e comida foram oferecidas ad libitum
durante todos os procedimentos experimentais.

No estudo das conexdes eferentes os animais receberam uma injecéo
iontoforética de Phaseolus vulgaris, um tracador anterégrado no ndcleo cuneiforme
(n=65). E, para o estudo das conexdes aferentes os ratos receberam uma injegéo
iontoforética de Fluorogold, um tracador retrégrado no ndcleo cuneiforme (n=58).

3.1 Injecdes iontoforéticas de leucoaglutinina do Phaseolus vulgaris e de
Fluorogold

Os animais foram anestesiados com uma injecdo intraperitonial de
Pentobarbital de sodio (Cristélia, Itapira, SP, Brasil) na propor¢éao de 0,3 ml/100 g de
peso corporeo e em seguida foram posicionadas no aparelho estereotaxico. No
estudo das projecdes eferentes os ratos receberam um depdsito iontoforético
unilateral de leucoaglutinina do Phaseolus vulgaris a 2,5% centrado no nucleo
cuneiforme, ja no estudo das conexdes aferentes os animais receberam um depdsito
iontoforético unilateral de Fluorogold (Fluorochrome, Inc.) a 2,0% (coordenadas:
anteroposterior, 8.3mm a partir do bregma; mediolateral, 1.8 a partir da linha média
do seio sagital; dorsoventral, 5.35 a partir da superficie do cérebro). As injegdes foram
realizadas através de micropipetas de vidro com diametro interno de ponta da ordem
de 20um, mediante aplicacdo de +10pA de corrente pulsatil (7seg “on”, 7 seg “off”)
durante 15 minutos, provida de uma fonte de corrente constante (Midgard Eletronics,
Modelo CS3).
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Apoés o periodo de injecdo, as micropipetas permaneceram no local por 10
minutos para evitar o escoamento do tracador ao longo do trajeto das pipetas, que

posteriormente foram retiradas.

3.2 Perfuséo e Histologia

Dez dias ap6s o procedimento de cirurgia estereotaxica os animais foram
anestesiados por via intraperitoneal de cloridrato de Ketamina 5% (Konig, Sao Paulo,
SP, Brasil) e cloridrato de xilazina 2% (Konig, Sdo Paulo, SP, Brasil) a 0,2% na
propor¢cdo 0,4ml/100 g de peso corporal. Em seguida, através de uma bomba
peristaltica (Cole 24 Parmer, Sao Paulo, SP, Brasil), os animais foram perfundidos por
via transcardiaca inicialmente com 150 ml de uma solucdo salina 0,9% seguida de
1000 ml de uma solucao fixadora de paraformaldeido a 4% em tampao fosfato 0,1 M
com pH de 7,4. Os encéfalos permaneceram na caixa craniana por 3 horas antes de
serem removidos e transferidos para uma solu¢do contendo sacarose 20% em tampéao
fosfato de potassio 0,02 M, onde permaneceram por aproximadamente 12 horas para
crioprotecao.

A sequir, cortes frontais, com 40 um de espessura, foram obtidos utilizando-se
um micrétomo de congelagéo (Carl Zeiss ®, Alemanha). Os cortes foram colhidos
sequencialmente e armazenados em cinco séries, onde uma série foi utilizada para
deteccdo imuno-histogimica de neurbnios anterogradamente marcados por
Phaseolus vulgaris ou para deteccdo de neurbnios retrogradamente marcados por
Fluorogold e a série adjacente foi corada pelo método de Nissl, com tionina 0,25%,

para ser utilizado como referéncia citoarquitetonica.

3.3 Reacdo imuno-histoquimica para deteccdo de neurénios anterogradamente

marcados por Phaseolus vulgaris retrogradamente marcados por Fluorogold

Para deteccdo imuno-histoquimica de neurbnios anterogradamente marcados
por leucoaglutinina do Phaseolus vulgaris, os cortes foram incubados por um periodo
de 72 horas em uma solucdo de KPBS 0,02M contendo Triton X-100 0,3% e soro
normal de cabra a 2%, usando-se um anticorpo primario anti-leucoaglutinina do
Phaseolus vulgaris obtido em coelho (Chemicon International) numa diluicdo de

1:5000, sob agitacdo constante, a 4°C. Para localizagdo do complexo antigeno-
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anticorpo os foram incubados por 2 horas no anticorpo secundario biotinilado feito em
cabra (Biotinylated anti-Rabbit IgG, Vector Laboratories) na diluicdo 1:200.

Para deteccdo imunoistoquimica de neurdnios retrogradamente marcados por
Fluorogold, os cortes foram inicialmente incubados durante 48 horas em uma solucéo
de KPBS 0,02M contendo Triton X-100 0,3% e soro normal de cabra a 2%, usando-
se um anticorpo primario anti-Fluorogold obtido em coelho (Chemicon International)
numa diluicdo de 1:5000. 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 1gG, Vector Laboratories) na diluicdo 1:200. Os
complexos

Os complexos antigeno-anticorpo foram visualizados usando-se o complexo
biotina-avidina-peroxidase numa diluicdo de 1:200 (ABC Elite Kit, Vector
Laboratories). Na sequéncia, apds lavagens sucessivas, 0s cortes foram incubados
em uma solucao contendo 50mg de tetrahidrocloreto de 3-3'diaminobenzidina (DAB),
0,6mg de glicose oxidase e 40mg de cloreto de amonio em 100ml de tampéao fosfato
de sédio 0,1M por 5 minutos. Em seguida foi adicionado B-D-glicose (Sigma Saint
Louis, Missouri, USA) e a reacdo enzimatica interrompida apds um periodo variavel,
em geral em torno de 15 minutos. Apds a reacdo de imunohistoquimica, os cortes
foram montados em laminas recobertas com gelatina e em seguida, os cortes foram

desidratados e recobertos com DPX (Aldrich Chemical, Oxford, Mississipi, USA).

3.4 Analise do local de injecdo e das projecdes eferentes e aferentes do nucleo

cuneiforme

As analises das regides com células marcadas no local de injecdo e a
distribuicdo das fibras anterogradamente marcadas e retrogradamente marcadas
foram realizadas com auxilio de um microscopio optico Nikon Eclipse 80i (Nikon
Corporation, Chiyoda-ku, Tokyo-to, Japdo) equipado com uma camera digital Nikon
DXM1200F (Nikon Corporation). Os cortes foram selecionados e os nucleos de
interesse foram delineados com base na série corada pelo método de Nissl, utilizando
como referéncia o atlas Brain maps: structure of the rat brain (SWANSON, 2004).

As figuras foram obtidas utilizando o programa NIS e editadas nos programas
Photoshop 7.0 (Adobe Photoshop) e lllustrator 6.0 (Adobe lllustrator), sendo que
apenas o brilho, contraste e equilibrio de cores foram ajustados.
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4 RESULTADOS

Inicialmente, analisamos as projecdes eferentes do ndcleo cuneiforme e, em
uma seérie de experimentos, obtivemos cinco casos com injecdes de leucoaglutinina
do Phaseolus vulgaris centradas no nacleo cuneiforme, sendo a distribui¢éo das fibras
anterogradamente marcadas muito similar em todos os casos. As Figuras 1A e 1B
ilustram a organizacao celular do nucleo cuneiforme a partir da coloracéo de Nissl e 0

local de depdsito de Phaseolus vulgaris de um caso representativo (PHAL 49).
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Figura 1- Fotomicrografia de corte frontal de encéfalo de rato ilustrando a organizacéo celular
do nudcleo cuneiforme a partir da coloracdo de Nissl (A em campo claro) e o local
de injecdo da leucoaglutinina do Phaseolus vulgaris (B em campo escuro), nivel
caudal do nucleo dorsal da rafe.. Abreviaturas: AQ: aqueduto mesencefalico;
PAGuVI: coluna ventrolateral da substancia cinzenta periaquedutal; CUN: ndcleo
cuneiforme.
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A partir da analise hodolégica das eferéncias do nucleo cuneiforme podemos
observar que este sitio neural apresenta projecdes bilaterais para grupos celulares
distintos e os axonios anterogradamente marcados seguem duas vias para inervar
estruturas rostrais e caudais. A via ascendente, que pode ser dividida em dorsal e
ventral, possui axdnios que inervam o mesencéfalo rostral, diencéfalo e area septal e,
a via descendente apresenta axénios que inervam nucleos pontinos.

Com relacdo a via dorsal ascendente, muitos neurdnios terminam no
mesencéfalo rostral (Figuras 2 e 3), onde podemos observar uma grande quantidade
de fibras marcadas na substancia cinzenta periaquedutal, em particular na coluna
ventrolateral (Figura 2D), coluna dorsolateral e coluna dorsomedial, em todos os niveis
(Figuras 2A, 2B e 2C). Alguns ax6nios cursam ventralmente e terminam no nucleo
cuneiforme contralateral (Figura 2D) e outros cursam dorsalmente e inervam o coliculo
superior (Figura 3A). Adicionalmente, observamos uma projecéo eferente do nucleo
cuneiforme para o nucleo peripeduncular (Figura 3B).

Muitos neurbnios ascendem do nucleo cuneiforme até niveis
mesodiencefélicos (Figura 4), inervando estruturas dorsais, como o nucleo pré-
comissural (Figura 4A) e a parte parvocelular do nucleo subparafascicular do talamo
(Figura 4A) e estruturas ventrais como a area tegmental ventral (Figura 4B). Algumas
fiboras ascendem de forma dorsal para o diencéfalo caudal e terminam no nucleo
posterior do hipotalamo (Figura 4C) e na parte magnocelular do ndcleo
subparafascicular do talamo (Figura 4C).
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Figura 2- Fotomicrografia em campo escuro de corte frontal de encéfalo de rato reagido
imunoistoquimicamente para deteccéo de fibras anterogradamente marcadas por
leucoaglutinina do Phaseolus vulgaris no mesencéfalo rostral. Abreviaturas: AQ:
aqueduto mesencefalico; CUN: nacleo cuneiforme; PAGdm: coluna dorsomedial
da substancia cinzenta periaquedutal; PAGdI: coluna dorsolateral da substancia
cinzenta periaquedutal; PAGI: coluna lateral da substéncia cinzenta periaquedutal;
PAGuVI: coluna ventrolateral da substancia cinzenta periaquedutal; Ill: nucleo
oculomotor.
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Figura 3- Fotomicrografia em campo escuro de corte frontal de encéfalo de rato reagido
imunoistoquimicamente para detecc¢éo de fibras anterogradamente marcadas por
leucoaglutinina do Phaseolus vulgaris no mesencéfalo rostral. Abreviaturas: AQ:
agueduto mesencefalico; PAGdm: coluna dorsomedial da substancia cinzenta
periaquedutal; PAGdI: coluna dorsolateral da substancia cinzenta periaquedutal;
PAGI: coluna lateral da substancia cinzenta periaquedutal; PP: nucleo
peripeduncular; SC: culiculo superior.
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Figura 4- Fotomicrografia em campo escuro de corte frontal de encéfalo de rato reagido
imunoistoquimicamente para deteccédo de fibras anterogradamente marcadas por
leucoaglutinina do Phaseolus vulgaris no mesodiencéfalo. Abreviaturas: AQ:
agueduto mesencefalico; PAG: substancia cinzenta periaquedutal; PH: nudcleo
posterior do hipotalamo; PrC: nlcleo pré-comissural; SPFm: parte magnocelular
do nucleo subparafascicular do talamo; SPFp: parte parvocelular do nucleo
subparafascicular do tAlamo; VTA: area tegmental ventral; Il V: terceiro ventriculo;
ZI: zona incerta.
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A maioria dos axonios da via ascendente dorsal terminam em estruturas
localizadas no diencéfalo rostral (Figura 5), onde observamos uma quantidade
moderada de ax6nios no talamo, inervando a zona incerta (Figura 4B e 5A). No
entanto, muitos axonios apresentam terminacdes ventrais em regides hipotalamicas,
como no nucleo dorsomedial do hipotalamo (Figura 5A), na por¢cdo dorsomedial do
nacleo ventromedial hipotalamico (Figura 5A e 5B) e no ndcleo hipotalamico anterior,
em seus niveis caudal e rostral (Figura 5B e 5C). Adicionalmente, um grupo denso de
fibras terminam na regido subfornicial da area hipotalamica lateral (Figura 5B). Alguns
neurdnios foram observados na area pré-optica medial caudal e rostral (Figura 6A e
6B), onde poucos ascendem para divisdo posterior do nucleo da estria terminal (Figura
6A). Com relacdo as projecdes ascendentes para telencéfalo, na area septal
observamos que uma quantidade moderada de fibras inerva o nucleo septal medial e
0 nucleo da banda diagonal (Figura 6C).

Do local da injecéo, fibras descendentes partem do nucleo cuneiforme para
nucleos pontinos e terminam na parte caudal do nucleo reticular pontino (Figura 7A) e
no nucleo reticular magnocelular (Figura 7B).
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LHAsfa

Figura 5- Fotomicrografia em campo escuro de corte frontal de encéfalo de rato reagido
imunoistoquimicamente para detecc¢éo de fibras anterogradamente marcadas por
leucoaglutinina do Phaseolus vulgaris no diencéfalo. Abreviaturas: AHNc: nucleo
hipotalamico anterior caudal; AHNr: nucleo hipotalamico anterior rostral; DMH:
nacleo dorsomedial do hipotalamo; fx: fornix; LHAsfa: area hipotalamica lateral,
regido subfornicial;, VMHdm: parte dorsomedial do nucleo ventromedial
hipotalamico; VMHUVI: parte ventrolateral do nucleo ventromedial hipotalamico; ZI:
zona incerta; Il V: terceiro ventriculo.
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Figura 6- Fotomicrografia em campo escuro de corte frontal de encéfalo de rato reagido
imunoistoquimicamente para detecc¢éo de fibras anterogradamente marcadas por
leucoaglutinina do Phaseolus vulgaris na area pré-Gptica medial e area septal.
Abreviaturas: aco: comissura anterior; AHNr: nicleo hipotalamico anterior rostral;
BSTtr: nicleo da estria terminal, divisdo posterior; MPOc: area pré-6ptica medial
caudal; MPOr: area pré-optica medial rostral; MS: nucleo septal medial; NDB:
nucleo da banda diagonal; 111 V: terceiro ventriculo.
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Figura 7- Fotomicrografia em campo escuro de corte frontal de encéfalo de rato reagido
imunoistoquimicamente para deteccéo de fibras anterogradamente marcadas por
leucoaglutinina do Phaseolus vulgaris na parte caudal do nucleo reticular pontino
(A) e no nucleo reticular magnocelular (B). Abreviaturas: MRN: nucleo reticular
magnocelular; PRNc: na parte caudal do ndcleo reticular pontino.
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Em um segundo momento, analisamos as projecdes aferentes do nucleo
cuneiforme e a distribuicdo de neurénios retrogradamente marcados foi observada
utilizando como tragador retrogrado o Fluorogold. Em cinco experimentos a injecao foi
centrada no ndcleo cuneiforme, como ilustrado na figura 8 (FG 44), sendo que em
todos o0s casos obtivemos um padrdo similar de distribuicdo das células

retrogradamente marcadas.
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Figura 8- Fotomicrografia de corte frontal de encéfalo de rato ilustrando a organizacgédo celular
do nucleo cuneiforme a partir da coloragdo de Nissl (A em campo claro) e o local
de injecdo do Fluorogold (B em campo escuro), nivel caudal do nucleo dorsal da
rafe.. Abreviaturas: AQ: aqueduto mesencefélico; PAGvI: coluna ventrolateral da
substancia cinzenta periaquedutal; CUN: ndcleo cuneiforme.
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Uma quantidade esparsa de neurdnios retrogradamente marcados foi
observada no telencéfalo (Figura 9), em particular na divisdo posterior do nucleo da
estria terminal (Figura 9A), na substancia inominada e no globo palido (Figura 9B). No
talamo a marcacédo retrégrada foi mais densa na parte magnocelular (Figura 10A e
12A) e parvocelular (Figura 10B) do nucleo subparafascicular.

Com relacéo as aferéncias hipotalamicas, a area pré-optica medial (Figura 9A)
apresenta um contingente esparso de neurdnios. Em contrapartida, uma marcacao
substancial de corpos celulares foi observada na parte anterior do nucleo hipotalamico
anterior (Figura 11A). Nos niveis hipotalamicos tuberais, a parte dorsomedial do
ndcleo ventromedial hipotalamico apresentam uma marcacdo densa de neurénios
(Figura 11B) e, no nivel mamilar muitos corpos celulares foram observados na parte

ventrolateral do ndcleo pré-mamilar dorsal (Figura 11C).
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Figura 9- Fotomicrografia em campo escuro de corte frontal de encéfalo de rato reagido
imunoistoquimicamente para deteccdo de neurdnios retrogradamente marcados
por Fluorogold no telencéfalo. Abreviaturas: BSTtr: parte posterior do nicleo da
estria terminal; fx: férnix; GPI: globo palido; MPO: area pré-6ptica medial; Sl:
substancia inominada; opt; trato optico.
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Figura 10- Fotomicrografia em campo escuro de corte frontal de encéfalo de rato reagido
imunoistoquimicamente para deteccdo de neurdnios retrogradamente marcados
por Fluorogold no talamo. Abreviaturas: cpd: pedunculo cerebral; ml: lemnisco
medial; SPFm: parte magnocelular do nucleo subparafascicular do tdlamo; SPFp:
parte parvocelular do nucleo subparafascicular do talamo; ZI: zona incerta.
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Figura 11- Fotomicrografia em campo escuro de corte frontal de encéfalo de rato reagido
imunoistoquimicamente para deteccdo de neurdnios retrogradamente marcados
por Fluorogold no hipotdlamo. Abreviaturas: AHNa: parte anterior do nucleo
hipotalamico anterior; fx: férnix; PMDdm: parte dorsomedial do nlcleo pré-mamilar
dorsal; PMDvI: parte ventrolateral do ndcleo pré-mamilar dorsal; VMHdm: parte
dorsomedial do nucleo ventromedial hipotalamico; VMHVI: parte ventrolateral do
nucleo ventromedial hipotalamico; ZI: zona incerta; lll V: terceiro ventriculo.
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Nos niveis mesodiencefalicos neurbnios retrogradamente marcados foram
encontrados no nucleo pré-comissural (Figura 12A). No mesencéfalo, uma marcacao
densa foi encontrada na camada intermediaria e profunda do coliculo superior (Figura
12B), assim como na coluna dorsolateral (Figura 13A, 13B e 13C) e ventrolateral
(Figura 8B) da substancia cinzenta periaquedutal. Adicionalmente, as colunas
dorsomedial e lateral da substancia cinzenta periaquedutal (Figura 13A, 13B e 13C)
apresentam uma quantidade esparsa de corpos celulares. Ainda, observamos uma
quantidade moderada de neurdnios no nucleo peripeduncular (Figura 14A) e na area
retrorubral, no ndcleo reticular mesencefalico (Figura 14B). Nos niveis pontinos, uma
marcacao retrograda foi observada na parte caudal do nacleo reticular pontino (Figura
15).

Cabe ressaltar que nos experimentos com injecéo iontoforética de Fluorogold
no nucleo cuneiforme, a marcacao retrograda foi principalmente ipsilateral. Porém, o
nacleo cuneiforme, a coluna dorsomedial, dorsolateral e ventrolateral da substancia
cinzenta periaquedutal (Figura 13A, 13B,13C e 13D) apresentam uma marcagao
retrograda esparsa contralateral.
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Figura 12- Fotomicrografia em campo escuro de corte frontal de encéfalo de rato reagido
imunoistoquimicamente para deteccdo de neurdnios retrogradamente marcados
por Fluorogold no mesodiencéfalo e mesencéfalo. Abreviaturas: AQ: aqueduto
cerebral; PAGdm: coluna dorsomedial da substancia cinzenta periaquedutal,
PAGdI: coluna dorsolateral da substancia cinzenta periaquedutal; PAGI: coluna
lateral da substancia cinzenta periaquedutal; PrC: nacleo pré-comissural; SC:
culiculo superior; SPFm: parte magnocelular do nucleo subparafascicular do
talamo.
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Figura 13- Fotomicrografia em campo escuro de corte frontal de encéfalo de rato reagido
imunoistoquimicamente para deteccdo de neurbnios retrogradamente marcados
por Fluorogold na substéncia cinzenta periaquedutal. Abreviaturas: AQ:
aqueduto cerebral; CUN: nucleo cuneiforme; PAGdm: coluna dorsomedial da
substancia cinzenta periaquedutal; PAGdI: coluna dorsolateral da substancia
cinzenta periaguedutal; PAGI: coluna lateral da substéncia cinzenta periaquedutal;
PAGVI: coluna ventrolateral da substancia cinzenta periaquedutal.



41

Figura 14- Fotomicrografia em campo escuro de corte frontal de encéfalo de rato reagido

imunoistoquimicamente para deteccdo de neurdnios retrogradamente marcados
por Fluorogold no mesencéfalo. Abreviaturas: MRN: ndcleo reticular
mesencefélico, PAG: substancia cinzenta periaquedutla; PP: nudcleo
peripeduncular; RR: ndcleo reticular mesencefalico, area retrorubral.
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Figura 15- Fotomicrografia em campo escuro de corte frontal de encéfalo de rato reagido
imunoistoquimicamente para deteccdo de neurdnios retrogradamente marcados
por Fluorogold na parte caudal do nucleo reticular pontino. Abreviaturas: PRNCc:
parte caudal do nucleo reticular pontino.
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5 DISCUSSAO

A exposicdo ao predador induz em ratos respostas defensivas inatas de fuga,
congelamento motor e avaliagdo de risco (BLANCHARD et al., 2001) e mobiliza
estruturas amigdalianas e do circuito hipotalamico responsivo ao predador, que
compreende 0 nudcleo hipotalamico anterior, a parte dorsomedial do nucleo
ventromedial hipotalamico e a parte ventrolateral do nucleo pré-mamilar dorsal
(CANTERAS, 2002; MARTINEZ et al., 2008). O circuito hipotalamico ativaria a coluna
dorsolateral da substancia cinzenta periaquedutal, regido que apresenta o maior grau
de mobilizacdo durante a exposicao direta ao predador (CANTERAS; GOTO, 1999a;
COMOLI et al., 2003). Adicionalmente, a coluna dorsolateral da substancia cinzenta
periaquedutal apresenta como principal alvo de projecao eferente o nucleo cuneiforme
(MOTA-ORTIZ; CANTERAS, observacao pessoal).

Trabalhos mostram que o nucleo cuneiforme é um sitio neural mobilizado apés
a exposicao ao predador, ou ao odor do gato e a sua estimulagdo promove respostas
defensivas, como congelamento motor e fuga (MITCHELL et al., 1988; CANTERAS;
GOTO, 1999a; DIELENBERG et al., 2001). Dessa forma, com o objetivo de ampliar o
conhecimento acerca da circuitaria neural do comportamento de defesa analisamos
as projecoes eferente e aferentes do nucleo cuneiforme.

Os resultados deste estudo sugerem que o nucleo cuneiforme apresenta
conexdes com diversas areas amplamente distribuidas pelo prosencéfalo e tronco
cerebral. Corroborando nossos dados das aferéncias, estudos prévios mostram que o
nacleo anterior do hipotdlamo (RISOLD et al., 1994), a parte dorsomedial do nucleo
ventromedial hipotalamico (CANTERA et al., 1994), o nucleo pré-mamilar dorsal
(CANTERAS; SWANSON, 1992), o nucleo pré-comissural (CANTERAS; GOTO,
1999b), a coluna dorsolateral da substancia cinzenta periaquedutal (MOTA-ORTIZ;
CANTERAS, observacdo pessoal; BERNARD et al; 1989), o culiculo superior
(FURIGO et al.,, 2010; REDGRAVE et al., 1987; MITCHEII et al., 1988), o nucleo
cuneiforme contralateral e a area peripeduncular (ARNAULT; ROGER, 1987,
BERNARD et al; 1989) apresentam projecfes para o nlcleo cuneiforme.

Com relacdo as eferéncias do nudcleo cuneiforme, dados da literatura sdo
divergentes. De acordo com Korte e colaboradores (1992) as conexdes eferentes
seriam ipsilaterais, porém no nosso estudo temos que as proje¢cdes sdo em grande

parte bilaterais. Bernard e colaboradores (1989) inferiram que o ndcleo cuneiforme
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apresenta um contingente muito esparso de fibras no diencéfalo e que as projecdes
seriam quase que exclusivamente para tronco encefalico e medula. Porém,
corroborando nossos dados, trabalhos mostram que o nucleo cuneiforme apresenta
projecoes eferentes para a parte caudal do nucleo reticular pontino, o culiculo
superior, a coluna dorsolateral da substancia cinzenta periaquedutal, a area tegmental
ventral, o ndcleo pré-comissural, o ndacleo posterior do hipotalamo, a area hipotalamica
lateral, a zona incerta e o nucleo da estria terminal (BERNARD et al; 1989; KORTE et
al., 1992; ZEMLAN; BEHBEHANI, 1988; CANTERAS,; GOTO, 1999b; EDWARDS ;
OLMOS, 1976).

Com relacdo as eferéncias do nudcleo cuneiforme, os nossos resultados
divergem com os da literatura. Korte e colaboradores (1992) inferiram que as
conexdes eferentes sdo ipsilaterais, porém no nosso estudo temos que as projecdes
sdo em grande parte bilaterais. De acordo com Bernard e colaboradores (1989), o
ndcleo cuneiforme apresenta um contingente muito esparso de fibras no diencéfalo e
inferiram que as proje¢des seriam quase que exclusivamente para tronco encefélico
e medula. Entretanto, podemos inferir que os principais alvos de projecdes eferentes
do nucleo cuneiforme, além da substancia cinzenta periaquedutal, sdo para sitios
neurais hipotalamicos.

Com os dados obtidos, postulamos que o nucleo cuneiforme possui conexdes
com estruturas importantes para expressdo do comportamento de defesa e, dessa
forma, discutiremos suas implica¢cdes funcionais dentro de um possivel circuito neural
responsavel pela modulacéo das respostas defensivas.

O nucleo cuneiforme apresenta projecdes eferentes e aferentes para o ndcleo
da estria terminal, um sitio neural que exerce um papel regulador nas respostas
defensivas, pois seria uma regido que conecta estruturas envolvidas com a resposta
condicionada associada ao contexto, como amigdala, hipocampo e cortex pré-frontal
(DONG et al.,, 2001a; DONG et al., 2001b; VERTES, 2006; CHOI et al., 2007;
CANTERAS et al., 2010) com o hipotalamo e areas do tronco encefalico que regulam
respostas autonémicas (HERMAN e CULLINAN, 1997; ALHEID, 2003). Estudos com
lesdo ou inativagcdo farmacoldgica do ndcleo da estria terminal mostraram que este
sitio neural seria importante para expressdo de respostas aversivas, como O
congelamento motor, o aumento da pressdo arterial e da frequéncia cardiaca em
animais que foram expostos ao ambiente que previamente foi associado com o
chogue nas patas (GRAY et al., 1993; SULLIVAN et al., 2004, RESSTEL et al., 2008).



45

Com a analise hodologica observamos que o0 nucleo cuneiforme possui
conexdes eferentes e aferentes com a zona incerta. Dados da literatura mostram que
zona incerta possui principalmente neurénios gabaérgicos que, por sua vez, inervam
neurdnios excitatérios da coluna dorsolateral e da coluna ventrolateral da substancia
cinzenta periaquedutal (CHOU et al., 2018), regides que sabidamente regulam
respostas defensivas como fuga e congelamento motor. A ativacdo optogenética dos
neurdnios inibitérios da zona incerta reduziu os comportamentos de fuga, em resposta
a um som e de congelamento motor induzido pelo choque nas patas, em contrapartida,
a inibicdo dos neurbnios gabaérgicos da zona incerta aumentou a expressao dessas
respostas defensivas (CHOU et al., 2018).

Dados da literatura mostram que o nucleo pré-comissural € mobilizado durante
a exposicao ao predador e, corroborando estudos anteriores (CANTERAS e GOTO,
1999b), nossos resultados mostram que o nucleo cuneiforme apresenta conexdes
eferentes e aferentes com este sitio neural. De acordo com Canteras e Goto (1999b)
0 nucleo pré-comissural € um componente da parte rostral da substancia cinzenta
periaguedutal e integra informacdes do predador de diversas estruturas envolvidas no
comportamento defensivo, como o nucleo septal lateral, o nucleo hipotalamico
anterior, culiculo superior e o ndcleo cuneiforme. Além disso, 0 ndcleo pré-comissural
apresenta conexdes com as colunas dorsomedial, dorsolateral e ventrolateral da
substéancia cinzenta periaquedutal, regides associadas com a modulacéo de respostas
defensivas.

Através do estudo das aferéncias do nucleo cuneiforme, podemos inferir que
possivelmente este sitio neural esta envolvido na modulacdo da resposta de medo
incondicionanda, pois estaria em posicdo de receber informagfes das pistas do
predador, uma vez que é aferentado por estruturas que compdem o “circuito
responsivo a ameagca predatoria” (i.e nucleo hipotalamico anterior, parte dorsomedial
do ndcleo ventromedial hipotalamico, parte ventrolateral do nacleo pré-mamilar dorsal
e coluna dorsolateral da substancia cinzenta periaquedutal). Adicionalmente, a parte
intermédiaria e profunda do coliculo superior apresenta uma marcacgao substancial de
neurdnios retrogradamente marcados e, de acordo com estudos anteriores (FURIGO
et al., 2010; REDGRAVE et al., 1987) € uma estrutura responsiva a estimulos visuais
que se projeta densamente para coluna dorsolateral da substancia cinzenta

periaguedutal e para o nucleo cuneiforme. Mitchell e colaboradores (1988) inferiram
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que a projecao do coliculo superior para o ndacleo cuneiforme estaria envolvida nas
respostas de congelamento motor e fuga.

No estudo das projecdes eferentes do nucleo cuneiforme observamos que este
sitio neural possui uma densa projecdo bilateral para coluna dorsolateral da
substancia cinzenta periaquedutal, corroborando os resultados de estudos prévios
(NETZER et al., 2011). Além disso, Netzer e colaboradores mostraram que a coluna
dorsolateral da substancia cinzenta periaquedutal apresenta uma mobilizagdo apds a
estimulacdo do nucleo cuneiforme.

Muitos séo os trabalhos que demonstraram o papel da coluna dorsolateral da
substancia cinzenta periaquedutal como uma estrutura critica para a expressao das
respostas de defesa frente ao predador (BANDLER E SHIPLEY, 1994; CARRIVE,
1993; FANSELOW, 1991). Adicionalmente, Cezério e colaboradores (2008) inferiram
gue além de mediar respostas incondicionadas emitidas frente ao gato, a coluna
dorsolateral da substancia cinzenta periquedutal poderia estar relacionada com a
emissao de respostas contextualmente condicionadas a ambientes hostis onde o
predador ndo esta presente. Especificamente, a diminuicdo da ativacdo da coluna
dorsolateral da substancia cinzenta periaquedutal produzida pela inativacao
farmacoldgica por muscimol do nudcleo pré-mamilar dorsal, induziu a ocorréncia de
respostas comportamentais puramente exploratérias, em contextos onde o animal
havia previamente confrontado o predador.

Diferente de estudos de mapeamento anteriores (ZEMLAN; BEHBEHANI,
1988; BERNARD et al., 1989; KORTE et al., 1992; EDWARDS, 1975; EDWARDS;
OLMOS, 1976; NETZER et al., 2011; BAJIC; PROUDFIT et al., 2013), observamos
que o nucleo cuneiforme apresenta densas projecfes bilaterais para a coluna
ventrolateral da substancia cinzenta periaquedutal, que sabidamente € um sitio neural
critico para a expressdao de respostas de medo condicionado, incluindo o
congelamento motor, a vocalizagao e a analgesia condicionada, uma vez que lesdes
deste setor reduzem as respostas de congelamento motor a um estimulo neutro,
associado a um estimulo doloroso, no caso o choque nas patas (VIANNA et al., 2001).

Com os dados obtidos temos que o ndcleo cuneiforme projeta-se para regiao
subfornicial da area hipotalamica lateral e para o nucleo hipotalamico anterior e,
ambos, estéo envolvidos na integracdo de informacdes do sistema septo-hipocampal
veiculadas pela parte rostral do nucleo septal lateral (RISOLD; SWANSON, 1997), que

por sua vez, € inervado por regides hipocampais que sao particularmente aferentadas
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por grupos amigdalianos responsivos a presenca do predador, tais como 0 nucleo
lateral e o nacleo basomedial (PETROVICH et al., 2001).

A porgdo dorsomedial do nucleo ventromedial hipotalamico, um outro sitio
neural que recebe densas projecdes do ndcleo cuneiforme, € mobilizado em resposta
a presenca do gato e integra preferencialmente informacdes de sitios amigdalianos
gue respondem a presenca do predador (CANTERAS et al., 1999). Através de suas
eferéncias, a porcdo dorsomedial do nucleo ventromedial hipotalamico (CANTERAS
et al., 1994) mobilizaria o nucleo hipotalamico anterior e a parte ventrolateral do ndcleo
pré-mamilar dorsal. Adicionalmente, a parte dorsomedial do nucleo ventromedial
hipotalamico envia projecdes macicas para a porcao rostral da substancia cinzenta
periaqguedutal (CANTERAS et al., 1994).

Correlacionando os achados hodolégicos com dados da literatura, podemos
inferir que o nucleo cuneiforme estaria em posicdo de retroalimentar o “circuito
responsivo a ameaca predatéria” e estaria envolvido em uma circuitaria neural que
modularia as respostas de avaliacao de risco. Reforgcando nossa hipétese, um estudo
do nosso grupo mostrou que lesdes isoladas do setor dorsal rostral ou da parte
ventrolateral caudal da substancia cinzenta periaquedutal (parte ventrolateral caudal,
gue acomete adjacentemente o0 nucleo cuneiforme) inibem a expressdo do
congelamento motor e aumentam as respostas de avaliacdo de risco. Por outro lado,
lesbes combinadas da parte dorsal rostral e da parte ventrolateral caudal da
substancia cinzenta periaquedutal e do nucleo cuneiforme aboliram as respostas
defensivas e diminuiram a ativacao da parte posterior do nucleo hipotalamico anterior
e do septo lateral rostral ventrolateral (RUFINO et al., dados ndo publicados).

A partir da analise dos nossos resultados observamos que o nucleo cuneiforme
apresenta uma projecao eferente para o ndcleo septal medial, um sitio neural que
apresenta uma densa projecdo para formacédo hipocampal (AMARAL; KURZ, 1985;
WAINER et al., 1985), assim como o septo lateral (RISOLD; SWANSON, 1997). Cabe
ressaltar que para o inicio do comportamento exploratorio a geracao e propagacao do
ritmo teta ao longo do circuito septo-hipocampal é de fundamental importancia
(TSANOV, 2017). Adicionalmente, evidéncias mostram que a aplicagdo de um
antagonista de receptor GABA-A no septo lateral aumenta a expressao das respostas
de avaliagéo de risco, além de gerar um aumento do ritmo teta hipocampal (FARIAS
et al., observacdo pessoal). Em contrapartida, a administracdo de muscimol, um

agonista gabaérgico, no nucleo septal medial atenua as respostas de farejamento e a
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frequéncia do ritmo teta (TSANOV et al., 2014). Dessa forma, € licito pensarmos que
as respostas de avaliacao de risco estejam sendo moduladas através de um circuito
neural que envolve o nucleo cuneiforme e o eixo septo-hipocampal.

O hipocampo apresenta um papel importante na modulacdo de estados
afetivos/emocionais, tais como a ansiedade (GRAY; MCNAUGHTON, 1996). Esta
estrutura parece ter um papel central na deteccédo de conflitos, gerando respostas que
variam entre aproximacdo e esquiva do estimulo aversivo. A ocorréncia destas
respostas levaria ao quadro de ansiedade. Esta situacdo de conflito onde
possivelmente ocasionaria a ansiedade, se adéqua perfeitamente a situacdes onde o
animal realiza respostas de avaliacdo de risco. Um estudo de Pentkowski e
colaboradores (2006) mostra que lesbes do hipocampo ventral interferem nas
respostas de avaliacdo de risco de animais expostos ao ambiente previamente
associado ao predador.

Dessa forma, com os resultados obtidos, postulamos um possivel circuito
neural envolvido na organizacao das respostas de avaliacao de risco frente ao gato.
Estimulos visuais do predador seriam integrados no coliculo superior, que através de
suas projecdes eferentes mobilizaria a coluna dorsolateral da substancia cinzenta
periaguedutal e o nucleo cuneiforme. O ultimo por sua vez, através das projecdes para
0 nucleo septal medial possivelmente modularia a geracao do ritmo teta no eixo septo-
hipocampal. Adicionalmente, o nudcleo cuneiforme retroalimentaria a coluna
dorsolateral da substancia cinzenta periaquedutal, a por¢cdo dorsomedial do nucleo
ventromedial hipotalamico e o ndcleo hipotalamico anterior, que através de suas
eferéncias mobilizaria o septo lateral rostral ventrolateral, que potencialmente

influenciaria a formacgéo hipocampal (Figura 16).
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Figura 16- Possivel circuito neural envolvido na organizacdo das respostas de avaliacdo de
risco frente ao predador. Modificado de Canteras e Graeff, 2014. Setas vermelhas
representam as eferéncias do ndcleo cuneiforme, enquanto as setas azuis
representam as aferéncias do nucleo cuneiforme. Abreviagfes: AHN: nucleo
hipotalamico anterior; BMAp: parte posterior do nucleo basomedial da amigdala;
CUN: nucleo cuneiforme; LA: nlcleo lateral da amigdala; LSr.vl: parte ventrolateral
do septo lateral rostral; MEApv: parte posteroventral do nucleo medial da amigdala;
MS: nucleo septal medial; PAGdI: coluna dorsolateral da substancia cinzenta
periaquedutal; PAGVI: coluna ventrolateral da substancia cinzenta periaquedutal;
PMDuvI: parte ventrolateral do nucleo pré-mamilar dorsal; SC: coliculo superior;
VMHdm: parte dorsomedial do nucleo ventromedial do hipotalamo.
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6 CONCLUSAO

Em resumo, através dos resultados obtidos, podemos inferir que o nucleo
cuneiforme possui conexdes com estruturas importantes para expressdo do
comportamento de defesa. Dessa forma, postulamos um possivel circuito neural
envolvido na organizacdo das respostas de avaliacdo de risco frente ao predador. O
coliculo superior, importante na percepcao visual, através de suas projecdes eferentes
mobilizaria a coluna dorsolateral da substancia cinzenta periaquedutal e o nucleo
cuneiforme que, por sua vez, modularia a geracdo do ritmo teta no eixo septo-
hipocampal através de suas projecdes para o nucleo septal medial. O ndcleo
cuneiforme ainda retroalimentaria a coluna dorsolateral da substancia cinzenta
periaquedutal, o nucleo ventromedial hipotalamico e o ndcleo hipotalamico anterior,
que através de suas eferéncias mobilizaria o septo lateral rostral ventrolateral, que

influenciaria a formacéo hipocampal.
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