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Resumo:

Comportamentos defensivos sociais S80 expressos em resposta a uma ameaca
proveniente de um coespecifico, como reproduzido no paradigma residente-
intruso. Nesta situacdo, os comportamentos defensivos emitidos durante o
ataque direto do residente sdo chamados de ativos. Quando ratos sustentam
posturas defensivas sem estar sofrendo um ataque, esses comportamentos
defensivos sdo chamados de passivos. Conforme demostrado em estudos
prévios, os nucleos pré-mamilar dorsal (PMd) e porgdo ventrolateral do nucleo
ventromedial (VMHvIl) participam da organizacdo dos comportamentos
defensivos sociais (CDS). A estrutura chave na expressao do CDS é a matéria
cinzenta periaquedutal (MCP) que recebe projecdes destes nucleos. Desta
forma, o objetivo do trabalho consiste em explorar e descrever morfologicamente
estas projecdes em camundongos expostos ao paradigma residente-intruso e
eferéncias da MCPdm. Para isso, foram utilizados camundongos C57BL/6
submetidos a depdsitos iontoforéticos do tracador retrogrado Fluoro-Gold (FG)
na MCPdm ou MCPI e que posteriormente foram submetidos ao paradigma
residente-intruso como intrusos. Nestes animais, foram observadas células
duplamente marcadas para o marcador de atividade neuronal, a proteina Fos, e
para FG no VMHvI e PMd. Os resultados demonstram que parte substancial das
projecdes do nucleo PMd para a MCPdm ou MCPI e parte substancial das
projecbes do VMHvI para MCPdm ou MCPI estdo ativas no CDS. Uma vez
demonstrada a presenca de projecdes ativas em camundongos expostos ao
paradigma residente intruso, novas vias neurais, estruturas e hipéteses poderéao
ser exploradas para que o circuito neural do CDS possa ser melhor

compreendido.

Palavras-chave: matéria cinzenta periaquedutal (MCP), nacleo ventromedial do
hipotalamo (VMH), nucleo pré-mamilar do hipotalamo (PMd), comportamento

defensivo social.



Abstract:

Social defensive behaviors are expressed in response from a conspecific threat
as seen in the resident-intruder paradigm. Active defensive behaviors are
expressed while the animal is under attack, and passive forms are defensive
behaviors exhibited when the dominant is not attacking. As shown in previous
studies, the dorsal premammilary nucleus (PMd) and the ventrolateral portion of
the ventromedial nucleus (VMHvI) of the hypothalamus are part of the social
defensive behaviors organization. The key structure responsible for organizing
those behaviors is the periagueductal gray matter (PAG) that receives projections
from both nuclei. Taking this into account, the aim of this study is to explore and
describe these projections in mice exposed to the resident-intruder paradigm as
well as anterograde projections from dorsomedial PAG (PAGdm). To address this
guestion, we used C57BL/6 mice which was submitted to previous iontophoretic
deposits of Fluoro-Gold (FG) in the PAGdm or lateral PAG (PAGI). After that, the
animals were submitted to the resident-intruder paradigm as intruders. Their
brains were extracted and processed to observe double-stained cells for the
neuronal activity marker, Fos protein and FG. The results showed that the double-
stained cells were present in VMHvl and PMd, therefore demonstrating that
substantial part of the projections from PMd nucleus projects to PAGdm and PAGI
as well as VMHvI to PAGdm and PAGI. Once confirming the presence of active
projections related to social defensive behaviors, new neural pathways,
structures and hypotheses can be explored in order to further understand the

neural pathway underlying social defensive behaviors.

Keywords: periaqueductal gray matter (PAG), ventromedial nucleus of
hypothalamus (VMH), premammilary nucleus of hypothalamus (PMd), social

defensive behavior.
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l.Introducéo:
1.1- Os comportamentos cooperativos e o convivio coletivo.

Os comportamentos cooperativos ocorrem quando individuos coordenam
suas acOes para a producédo de resultados benéficos entre si (Duguid; Melis
2020). Varias espécies animais, como abelhas, formigas, vespas (Helanterg;
Kulmuni; Pamilo 2016), flamingos, zebras e elefantes s&o capazes de realizar
tais comportamentos (Rubenstein; Kealey, 2010) propiciando a formacédo de
grupos e até mesmo sociedades bastante complexas como no caso dos primatas
(Beisner et al. 2016).

O convivio coletivo oferta vantagens para os individuos de uma espécie
devido aos comportamentos cooperativos. Essas vantagens incluem protecéo
contra predadores, manutenc¢ao térmica, melhor controle de ectoparasitas, caca
em bando, compartihamento de comida, defesa do territério, maior
disponibilidade de parceiras(os) sexuais, defesa da prole, entre outros beneficios
(Rubenstein; Kealey, 2010, Cheney 2011, Swedell 2012, Olson et al., 2013,
Duguid; Melis, 2020).

O rato, comumente utilizado em laboratério (Rattus norvegicus), quando
livre na natureza, pode chegar a formar colénias com mais de 300 individuos.
Essas colbnias ficam organizadas em tuneis e camaras coletivamente
escavadas no solo, onde fémeas podem dar a luz e criar novas geragées com
maior seguranca. O convivio coletivo também fornece melhor manutencéo
térmica além do compartilhamento de comida e informacdes entre os individuos
(Schweinfurth 2020).

1.2 — Os atritos gerados pelo convivio coletivo e os comportamentos

defensivos sociais:

Da mesma forma que o0s comportamentos cooperativos atraem o0s
individuos ao convivio, tal proximidade também gera adversidades (Rubenstein;
Kealey, 2010, Lee et al. 2019). Estas adversidades incluem o maior risco de
transmissdo de doencas e a competicAo por objetos de interesse como:
dominancia, alimentos, territorio e potenciais parceiros sexuais (Swedell 2012,
Lee et al. 2019).
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Em roedores, essa competicdo ocorre, principalmente entre machos, que
realizam atagues uns contra 0s outros com o intuito de obter estes objetos de
interesse. Aquele que demonstrar maior forca e habilidade dominara o outro,
assumird a postura de dominante e aquele que exibir comportamentos
defensivos, a fim de minimizar ataques do oponente, assumira a posicao de
subordinado. Desta forma, encontros futuros tenderdo a manter a hierarquia do
dominante sobre o subordinado (hierarquia dominante-subordinado) evitando

novas disputas (Martinez; Calvo-Torrent.; Herbert, 2002, Diaz; Lin, 2020).

Os comportamentos defensivos sociais (CDS) usados por roedores no
estabelecimento da relacdo dominante-subordinado séo replicaveis em
condi¢cdes experimentais e conhecidas como paradigma residente-intruso
(Miczek, 1979). Neste paradigma, ratos dominantes exibem ataques contra ratos
subordinados que exibem CDS em resposta. Estes comportamentos s&o
caracterizados como a postura up-right, quando usam as patas dianteiras em
posicdo ereta para manter o subordinado afastado e congelamento quando
distantes do dominante. A exposi¢cao do ventre com a protecao das costas em
postura de submisséo total é realizada pelo fato de dominantes evitarem realizar

ataques contra o ventre dos intrusos (Blanchard; Blanchard, 1977).

Os CDS podem ser divididos em dois grupos: os CDS ativos (como fuga
e up-right), ou seja, agueles realizados quando sob ataque direto do dominante
e 0s CDS passivos (congelamento ou crouch-sniff), realizados sem o ataque
direto do dominante. Em estudo prévio, foi constatado que ratos passam 90% do
tempo exibindo CDS, sendo estes 75% do tempo em CDS passivos e 15% em
CDS ativos (Motta et al., 2009).

Como descrito o encontro entre um dominante e um subordinado em estudo

anterior (Blanchard; Blanchard 1988, tradu¢ao nossa):

No ataque realizado por ratos contra coespecificos, é caracteristico
gue o dominante do grupo direcione os ataques contra subordinados
ou intrusos machos do grupo. No caso de uma interacdo residente-
intruso, o dominante cheira a regido perianal do intruso, e em
sequéncia tem seus pelos ericados, que resulta na aparéncia de um
animal maior. O residente persegue o0 intruso e se o intruso permanecer

em postura up-right, o dominante ataca lateralmente, e se o intruso
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permanecer deitado com o dorso para o chdo, o dominante permanece
sobre o intruso. Os ataques através de mordidas séo direcionados para
0 dorso do intruso. Em defesa aos ataques, o intruso pode fugir,
permanecer em pé com as patas dianteiras estendidas contra o
dominante para empurrar-lo ou rolar para atrds em uma posicao
supina. Enquanto recebe as mordidas, ou imediatamente apés recebé-
las, o intruso pode realizar mordidas retaliatérias contra o dominante
na regido do focinho. Durante os intervalos do ataque, o intruso tende

a realizar o comportamento de congelamento.

Entre os varios comportamentos agressivos descritos acima, todos
possuem uma acédo direta do dominante sobre o intruso e que possuem uma
reacao do subordinado, a qual podemos chamar de ativa. No momento em que
o dominante cessa 0s ataques, comumente associado ao cansaco fisico, o
comportamento esperado do subordinado é o congelamento, que podemos
chamar de passivo, uma vez que o dominante nao realiza uma acao direta e com
contato fisico sobre o intruso. Desta forma, a expressdo de comportamentos
defensivos passivos evita o retorno dos ataques, preservando o intruso. Dessa
forma, a separacdo dos comportamentos defensivos sociais em passivos e
ativos, ndo esta relacionada a reacao defensiva do subordinado em si, mas no
comportamento agressivo direto ou indireto realizado pelo dominante e que
desencadeia comportamentos defensivos organizados em ativos ou passivos
(Motta et al., 2009).

Os comportamentos defensivos sociais, podem ser estudados de diversas
formas em relagéo ao tempo. Tanto de forma aguda, como utilizada aqui neste
trabalho como de forma crénica, para entender as modificacfes encefélicas e
comportamentais geradas através da repeticdo do estimulo (de Almeida; Baldo;
Motta 2022), assim como para gerar um estimulo estressor repetitivo, a fim de
estudar o efeito do estresse-cronico no subordinado e que é muito comum em
estudos que almejam entender mecanismos neurais basicos relacionados a

desordens de humor em humanos (Patel et al. 2019).

Um exemplo do efeito da repeticdo do protocolo, € observando quando
camundongos expostos trés vezes ao paradigma residente-intruso, comparados

a camundongos expostos apenas uma vez, apresentam aumento de defesa
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passiva, e alteracdo da expressao de c-fos em certas estruturas (de Almeida;
Baldo; Motta 2022).

1.3 - A base neural dos CDS:

Os genes de expressao imediata codificam fatores transcricionais em
resposta a diversos estimulos. Em neurdnios, c-fos representa um destes genes.
Quando sofrem potenciais de acdo, levam ao aumento intracelular de Ca*? e
cAMP que séo importantes fatores para a sua transcricdo (Lyons; West, 2011).
Desta forma, a deteccao da proteina Fos pode ser utilizada como um marcador
indireto de atividade neural de qualquer natureza, incluindo atividade neural
relativa a expressdo de CDS (Martinez; Calvo-Torrent; Herbert, 2002). Muitas
estruturas encefalicas de subordinados apresentam elevada expressao de
proteina Fos apo6s passarem pelo paradigma residente-intruso. Estruturas como
0sS nucleos paraventricular (PVH), ventromedial (VMH) e pré-mamilar dorsal
(PMd) do hipotalamo se destacam assim como a matéria cinzenta periaquedutal
(MCP) no mesencéfalo, entre outras (Martinez; Calvo-Torrent; Herbert, 2002;
Motta et al.,2009; Motta, Canteras, 2015; de Almeida et al., 2023).

O circuito responsavel pela expressdo do CDS é recrutado quando
receptores no 6rgdo vomeronasal detectam feroménios e estimulam neurdnios
do bulbo olfatério acessorio, que por sua vez, ativam neurdnios do nucleo Medial
da Amigdala (MEA), alterando o funcionamento desta estrutura dependendo da
pista social apresentada (Li et al., 2017). O MEA apresenta subdivisbes, sendo
elas as porcbes anteroventral (MEAav), anterodorsal (MEAad), posterodorsal
(MEApd), e posteroventral (MEApV), que enviam projecdes para o hipotalamo e
outras estruturas (Canteras; Simerly; Swanson, 1995). Preferencialmente, o
MEAad e MEApd enviam projecdes para o circuito sexualmente dimérfico. Este
circuito foi descrito através de estudos de hibridizagé@o in situ para receptores
androgénicos e estrogénicos encefalicos (Simerly et al. 1990). Localizado na
zona medial do hipotalamo, o circuito € composto pelos nucleos predptico medial
(MPO), VMHvl e Pré-Mamilar Ventral (PMv) e caracterizado por possuir
conexdes bidirecionais entre seus nucleos (Simerly et al. 1990, Canteras;

Swanson, 1992, Canteras; Simerly; Swanson, 1994).
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Em estudo em camundongos, foi observada expressao preferencial de
Fos no VMHvI em intrusos expostos ao paradigma residente-intruso (Wang et
al., 2019a). Também ja foi observado que a inibicdo optogenética de neurbnios
Esrl+ bilateral do VMHvI causa a reducéo da expressao de CDS, assim como a
estimulacdo causa aumento da expressdo de CDS. Sabe-se também que 0s
neurénios Esrl+ da porcdo anterior do VMHvI projeta-se para areas como o
PVH, a coluna dorsomedial (MCPdm) e a coluna lateral da (MCPI) da MCP, entre
outras estruturas (Wang et al., 2019a).

Outra estrutura chave na organizacéo dos CDS € o nucleo PMd. Em ratos,
Motta e colaboradores (2009) observaram que a lesao citotoxica do nucleo PMd
causa abrupta reducao na expressao dos CDS passivos no paradigma residente-
intruso. Também observaram que a expressdo de Fos foi preferencialmente
localizada na porcédo dorsomedial do PMd de intrusos quando submetidos ao
paradigma residente-intruso, além de, nesta porcdo, também observarem
projecao preferencial a MCPdm e MCPI (Motta et al., 2009). Em experimentos
comparando o paradigma residente-intruso ao estresse de imobilizacdo e
utiizando marcagbes para c-fos, Motta e Canteras (2015) observaram
similaridades entre as bases neurais recrutadas nos protocolos experimentais.
Estas similaridades foram observadas no PMd e nas areas justodorsomedial
(LHAjd) e justoparaventricular (LHAjp) da éarea lateral hipotalamica
demonstrando como o encurralamento gerado no paradigma residente-intruso
se manifesta no protocolo. A ativacdo observada pode ser gerada pelas
boundary vector cells que processam a sinalizacdo do encurralamento no
hipocampo e que, através do sistema septo-hipocampal (SSH), ativam o LHAjd

e a LHAjp que por sua vez ativam o PMd (Motta; Canteras 2015).

A MCP, localizada no mesencéfalo, esta relacionada com a expresséo de
comportamentos defensivos de varias naturezas como o anti-predatorio, o social
e 0 anti-nociceptivo, além de outras funcdes (Gross; Canteras, 2012). Foi
observado que a MCPdm e MCPI apresentam expressao elevada de Fos em
subordinados submetidos ao paradigma residente-intruso (Motta et al., 2009).
Outra subdivisdo da MCP relevante para a expressdo de comportamentos

defensivos € a MCPvI, crucial para a expressdo do comportamento de
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congelamento (Tovote et al., 2016, Rufino et al., 2019), frequentemente realizado

pelo subordinado no paradigma residente-intruso (Blanchard; Blanchard, 1977).

A MCPI apresenta papel na expressédo de comportamentos de caga (Li et
al. 2018, Marin-Blasco et al. 2020) e defesa (Li et al. 2018, Wang et al. 2019b,
Marin-Blasco et al. 2020, Assareh et al. 2016). A estimulacdo optogenética da
MCPI pode induzir tanto o comportamento de congelamento quanto de fuga, mas
guando em alta intensidade e com apenas uma repeti¢ao, induz fuga (Assareh
et al. 2016). Outros estudos trabalhando com a estimulacdo optogenética de
projecdes glutamatérgicas do cortex auditivo e LHA para a MCPI demostraram
expressao de comportamentos de fuga (Wang et al. 2019b, Liet al. 2018). Ainda,
a estimulacdo optogenética de neurbnios glutamatérgicos da MCPdlI e MCPI
auxiliam na expressao do comportamento de fuga, inibindo o comportamento de
congelamento, estimulando neurénios gabaérgicos da MCPvl que por sua vez
inibem neurdnios glutamatérgicos envolvidos no comportamento de

congelamento (Tovote et al. 2016).

Apesar de os neurbnios da MCPI responderem tanto a defesa social
guanto a comportamentos de caca, um experimento demostrou que existem
populacdes neurais na MCPI que, em grande parte, estdo funcionalmente
segregadas em aspectos de organizacdo dos comportamentos defensivos

sociais e de caca (Marin-Blasco et al. 2020).

Estudos que buscam esclarecer as fungcdes da MCPdm séo raros na
literatura. A maior parte estuda a MCPdm e MCPdI juntas como MCP dorsal
(Deng; Xiao; Wang 2016, Reis, et al., 2021, Liu et al. 2022, Tsang et al., 2023).
Nestes estudos, sabe-se que a estimulacdo optogenética da estrutura induz a
expressao de avaliacao de risco, congelamento e fuga (Deng; Xiao; Wang 2016,
Tsang et al. 2023). Uma possivel eferéncia da MCP dorsal durante
comportamentos defensivos poderia ser sua projecdo para o nucleo cuneiforme
(CUN), uma vez que foi demostrado que o estimulo desta projecdo induz
comportamentos defensivos (Bindi et al., 2023, Tsang et al. 2023).
Recentemente, foi descrito que a leséo citotoxica da MCPdm em ratos expostos
a coespecificos agressores praticamente abole a expressédo de CDS passivos e
gera aumento na expressao de CDS ativos assim como reduz a expressao de

Fos no PMd, demostrando que a sinalizagdo na MCPdm retorna para o PMd,
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possivelmente, através de proje¢Bes ascendentes da MCPdm e CUN para o
LHAjd e LHAjp (de Almeida et al., 2023).

A MCPvI também esta envolvida no controle da dor através de projecdes
para a porcao rostral-ventromedial da medula e corno dorsal da medula espinhal
(Loyd; Murphy, 2009) assim como através de neurénios dopaminérgicos para o
ndcleo intersticial terminal (BNST) (Yu et al.,, 2021). A dor € um elemento
presente no paradigma-residente intruso, uma vez que o dominante realiza
mordidas no intruso, desta forma, sendo valido ressaltar o papel da MCP neste
aspecto. Vale ressaltar também, que a MCPVI recebe projecdes da MCPdm (de
Almeida et al. 2023).

A figura 1, abaixo, sintetiza e organiza a maior parte do que conhecemos

até o momento sobre a base neural do CDS.

Via de retroalimentacdo
T 1
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Figura 1: Fluxograma e representagcdo esquematica da base neural dos CDS. O coespecifico
dominante exerce sobre o intruso estimulos como pistas olfativas sociais (POS), além do
encurralamento. As POS sdo processadas pelo érgdo vomeronasal do subordinado (OV) que
por sua vez estimulam neurdnios no bulbo acessério olfativo (BAO), resultando no
processamento olfativo. O encurralamento é processado no sistema septo-hipocampal (SSH). O
SSH possui proje¢Bes para o hipotdlamo lateral, porgfes justaparaventricular (LHAjp) e
justadorsomedial (LHAjd) que ativam o PMd. O processamento olfativo estimula MEA, sendo as
porcBes anterodorsal(ad) e anteroposterior(ap) aquelas que estimulam o circuito sexualmente
dimoérfico (CSxD). Por sua vez, os nucleos VMHvl e PMd enviam projecdes para a MCPdm e
MCPI. AMCPdm envia projecdes para o nucleo Cuneiforme (CUN) e ambas as estruturas enviam
projecdes para o LHA formando a via de retroalimentacdo. A MCPdm também envia projecfes
para a MCPvl. Juntas, a MCPdm, MCPI, MCPvl e CUN organizam os comportamentos
defensivos. A figura foi modificada a partir de Almeida e colaboradores (2023) e Motta e
colaboradores (2009).
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Considerando todas as vias descritas acima neste tépico, e o fato que a
leséo citotoxica do PMd reduz a expresséo de CDS passivos (Motta et al. 2009),
assim como a porcéo anterior do VMHvI (aVMHUVI) influencia a expresséao de CDS
(Wang et al. 2019) e que ambas as estruturas se projetam para a MCPdm e
MCPI, o objetivo deste trabalho consiste em descrever morfologicamente as
projecbes dos nucleos PMd e VMHvI para as colunas MCPdm e MCPI em
camundongos expostos ao paradigma-residente intruso e avaliar as projecdes

anterogradas da MCPdm.

1.4 — Objetivo e objetivos especificos:

O objetivo deste trabalho é descrever morfologicamente as projecdes do
VMHvl e do PMd para a MCP durante mobilizagdo do CDS. Para isto, 0s
seguintes objetivos especificos foram tracados:

1 — Descrever morfologicamente a projecdo do PMd para a MCPdm durante
ativacdo gerada no CDS.
2 — Descrever morfologicamente a projecdo do PMd para a MCPI durante
ativacédo gerada no CDS.
3 — Descrever morfologicamente a projecdo do VMHvI para a MCPdm durante
ativacdo gerada no CDS.
4 — Descrever morfologicamente a projecdo do VMHvIl para a MCPI durante
ativacédo gerada no CDS.

5 — Descrever morfologicamente as eferéncias da MCPdm.

1.5 - Grupos experimentais:

1 — Para explorar os objetivos 1 e 3, foram utilizados 6 Camundongos C57BL/6
submetidos a depédsitos de Fluoro-Gold na MCPdm e posterior exposi¢cdo ao
paradigma Residente-Intruso.

2 — Para explorar os objetivos 2 e 4, foram utilizados 3 Camundongos C57BL/6
submetidos a depositos de Fluoro-Gold na MCPI e posterior exposicdo ao
paradigma Residente-Intruso.

3 — Para explorar o objetivo 5, foram utilizados 18 Camundongos C57BL/6
submetidos a injecdo de AAV5-hSyn-hChR2(H134R)-EYFP-WPRE-PA na
MCPdm.
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2-Metodologia:

2.1- Grupos e Abordagem experimentais:
Na tabela abaixo € possivel visualizar o tipo de animal utilizado, o marcador

utilizado assim como a estrutura que recebeu o marcador:

Abordagem Descricao

Camundongos C57BL/6 submetidos a depdsitos de
WT-DM-FG Fluoro-Gold na MCPdm.
WT-L-FG Camundongos C57BL/6 submetidos a depdsitos de Fluoro-Gold na MCPI.
WT-DM-V5 Camundongos C57BL/6 submetidos a injecdo de AAV5-hSyn-hChR2(H134R)-EYFP-
WPRE-PA na MCPdm.
WT-COL-V5 Camundongos C57BL/6 submetidos a injecdo de AAV5-hSyn-hChR2(H134R)-EYFP-
WPRE-PA no coliculo superior.

Tabela 1: Descri¢cdo dos grupos e procedimentos realizados.

Ja4 na segunda tabela abaixo, € possivel visualizar a qual grupo

experimental e objetivos especificos a abordagem acima foi utilizada assim como

as tentativas e a quantidade de animais utilizados.

Grupo Abordagem \ Tentativas Utilizados Analise Objetivos
1 WT-DM-FG 23 12 11 le3
2 WT-L-FG 4 3 3 2e4d
3 WT-DM-V5 15 10 10 5
4 WT-COL-V5 8 8 8 5
Total 50 33 32

Tabela 2: Grupos experimentais realizados (coluna Grupo), quantidade de animais que foram submetidos
a cirurgia (coluna Tentativas), quantidade de animais que foram aproveitados de alguma forma (coluna
Utilizados) e que foram utilizados em analise ou que podem ser utilizados (coluna Andlise) e a quais

objetivos o grupo atende.

O propoésito da realizacdo de cada um dos grupos segue como abaixo:
Grupo 1: Explorar as eferéncias hipotalamicas na MCPdm.

Grupo 2: Explorar as eferéncias hipotalamicas na MCPI.

Grupo 3: Explorar as eferéncias da MCPdm.

vV V VYV V

Grupo 4: Servir como controle positivo do grupo 3.
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2.2-Animais:

Para os experimentos, foram utilizados camundongos machos da
linhagem C57BL/6 (Biotério FMUSP, Rede de Biotérios USP), com idade entre
10 a 20 semanas como intrusos, e camundongos machos e fémeas da linhagem
Swiss (Biotério central do Departamento de Farmacologia do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da USP) que foram utilizados como residentes dominantes
em nosso teste comportamental. Os animais foram mantidos em condi¢cfes
estaveis (temperatura, fotoperiodo, umidade relativa do ar) com 4gua e ragao
comercial & vontade. Os procedimentos experimentais estdo de acordo com o
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e foram
conduzidos de acordo com as normas e aprovacéo da Comisséo de Etica no Uso
de Animais do ICB-USP (n° 58/2016 e n°9782090821).

2.3-Cirurgia estereotaxica:

Para o depodsito de Fluoro-Gold, os animais foram anestesiados com
Isoforine (Isoflurano Cristalia, 1.5-2.5%). Logo apds, estes animais foram
submetidos ao procedimento cirdrgico e receberam um depdsito iontoforético de
2% de FG (Fluorochrome Inc., Colo, USA) através de uma pipeta de vidro com
abertura na extremidade de 20 a 30 ym. Nesta ponta estava o liquido contendo
FG por onde passou uma corrente positiva de 3 pA por um periodo de 5 minutos,
alternando-se periodos ligados e desligados por 7 segundos cada. Estas
condicBes foram aplicadas para depdsitos na MCPdm (AP=-3.95mm, ML= 0mm,
DV=-2,35mm) ou MCPI (AP=-3.95mm, ML=-0.6 mm, DV=-2.7mm) (Midgard
Electronics, Wood Dale, Ill, USA, model CS3). Para condi¢cdes de refinamento
dos depdésitos iontoforéticos, as mesmas condi¢cdes foram utilizadas apenas
reduzindo a abertura para 10um, corrente positiva para 2 pyA e periodo de 1
minuto.

No caso de injecao de solucdo contendo vetor viral, ou seja AAV5-hSyn-
hChR2(H134R)-EYFP-WPRE-PA, foram injetados com uma microseringa
(Hamilton 0.5 pL), posicionadas estereotaxicamente na MCPdm (AP= -3.95mm,
ML= Omm, DV=-2,35mm) ou coliculo superior (AP=-3.95mm, ML= 0mm, DV= -
1,3 mm) utilizando uma bomba de infusdo automatica a uma taxa de infusdo de

10 pL/minuto (Harvard Apparatus, pump 11 elite).
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2.4-Paradigma Residente-Intruso (Miczek,1979):

Um macho e uma fémea Swiss foram mantidos em gaiola moradia por 21
dias. O chao das gaiolas foi coberto com serragem e limpo 2 vezes por semana.
Apds o 20° dia, a serragem foi mantida até o teste. No 22° dia, imediatamente
antes do teste, a fémea foi retirada da gaiola moradia e foi introduzido um macho
intruso C57BL/6, que havia sido previamente operado para depdsito iontoforético

de FG na MCPdm ou MCPI. Todos os testes foram filmados e analisados.

2.5-Analise Comportamental:

Os videos produzidos com uma camera horizontal em relacdo ao
paradigma residente-intruso foram analisados utilizando o software "Behavioral
Observation Research Interactive" (versdo 7.9.8) (BORIS). Cada teste
comportamental foi composto por 5 min de observacdo apos o primeiro ataque
do residente, onde foram avaliados os CDS, sociais e exploratorios do intruso.
Especificamente foi avaliada a duracdo, em porcentagem, do tempo total
observado dos seguintes CDS pelo intruso (subordinado): congelamento, fuga,
on-the-back, up-right, mordida de retaliagéo e exploragéo da gaiola, assim como
0S comportamentos agressivos realizados pelo dominante compostos por
agressdes diretas e indiretas. Outro comportamento também extraido do
dominante foi a realizacdo de mordidas no intruso.

Também foi utilizado o software “Detection of Object and Tracking”
(versdo 20.3.16) DORIS para realizar o tracking do intruso e do dominante,
através de imagens obtidas por uma camera vertical em relacédo ao paradigma
residente-intruso. Com este software, obtivemos coordenadas (X, Y) relativas a
posicao do intruso e do dominante ao longo dos 5 minutos de video e que possui
9000 frames (30 frames por segundo).

Aplicando o teorema de Pitagoras e algoritmo desenvolvido para a analise
das coordenadas obtidas, foi possivel calcular o deslocamento do intruso e do
dominante frame a frame, ou a cada trigésimo de segundo ao longo do
paradigma residente-intruso. O algoritmo utilizado foi processado através do
Microsoft Excel 2013, e os dados foram analisados utilizando Python e
bibliotecas em maiores detalhes no item 2.10.

O deslocamento analisado, é a distancia do intruso ou dominante entre

dois pontos temporais distintos. No esquema abaixo, por exemplo, podemos
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considerar um intruso, no ponto 1 (pl) no instante 1 (t1). No instante 2 (t2), o
mesmo intruso se locomoveu até o ponto 2 (p2). O deslocamento observado € a

distancia entre o ponto 1 e o ponto 2.

Caixa experimental
p1 p2
N I
t1 t2

Deslocamento

Figura 2: Representacdo do deslocamento do intruso ou dominante observado entre dois momentos
distintos.

2.6-Perfusao:

90 minutos apds o0s testes comportamentais, 0s animais foram
anestesiados com Isoforine (Isoflurano, Cristalia) e foram perfundidos por via
trans-cardiaca, utilizando uma bomba peristaltica (Cole Parmer) inicialmente
com 20ml de solucéo salina 0,9%, seguida de 150ml de uma solucao fixadora
de formaldeido a 4% diluido em tampéo fosfato de sodio 0,1M (pH 7,4). Os
encéfalos foram retirados das caixas cranianas e mantidos por 1 hora a 4°C na
mesma solucéo fixadora e transferidos para uma solucao de sacarose 20% em
tampao fosfato de potassio 0,02M onde permaneceram por 24 horas.

No caso do grupo 4 que nao foi submetido ao paradigma residente-
intruso, ap6s um periodo de recuperacdo de 30 dias os animais foram
anestesiados de forma profunda e submetidos ao mesmo procedimento descrito

acima.

2.7-Microtomia:
Cortes frontais seriados, com 40um de espessura, foram obtidos
utilizando-se um microtomo de congelacdo (Reicher-Young). Os cortes foram

colhidos sequencialmente em 4 compartimentos, de forma que a distancia entre
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0s cortes em um mesmo compartimento seja de 160um. Esses cortes foram
mantidos em solucéo anti-freeze contendo 15% de sacarose, tampéao fosfato de
sodio 0,05M e 30% de etilenoglicol em freezer -20°C.

No caso de encéfalos onde vetores virais foram empregados, ndo houve
amplificacéo do sinal gerado, sendo os cortes alocados diretamente em laminas
de vidro, e entdo observados em microscoépio fluorescente (Nikon Eclipse 80i).
Todas as figuras apresentadas foram produzidas utilizando o software Inkscape
(1.0.2).

2.8-Reacdes Imunohistoquimicas:

Na ocasido de duplas reaces imunohistoquimicas para Fos e FG, apos
0 processamento dos encéfalos, um anticorpo primario anti-Fos (Ab-5; Calbio-
chem, lot no. D09803) produzido em coelho foi incubado com o tecido encefalico
por 72 horas a 4°C numa diluicdo 1:40000. Em seguida, a solucéo foi submetida
a incubacdo de anticorpo secundario anti-coelho IgG (1-200, Vector Labs)
produzido em cabra por uma hora e meia, e entdo colocado com um kit misturado
em um complexo de avidina-biotina peroxidase (1-200, ABC Elite Kit; Vector
Labs). O complexo peroxidase foi visualizado através da exposicao de 10 a 30
minutos para uma solugdo cromogénica contendo 0,02% de 3,3
diaminobenzidina tetrahidroclorada (DAB; Sigma) com a presenca de amoénio
sulfato de niquel 0,3% em tampé&o Tris (pH 7,6) 0,05 M somado com a presenca
da enzima glicose oxidase 10% que cedera H202 para o0 complexo peroxidase a
partir da quebra da B-D-Glicose 10% juntamente com 40 mg de cloreto de
amaonio.

Em seguida, os cortes foram lavados e incubados novamente, mas dessa
vez, com um anticorpo primario anti-FG (Ab-153; Millipore, lot no. LV1446350)
em diluicdo 1:10000. Todos os passos foram repetidos, mas durante a exposicéo
a solucdo cromogénica nao houve a presenca da solu¢cdo de amonio sulfato de
niquel 0,3%, tornando os complexos reagidos para FG na cor marrom,
diferenciando-se dos complexos reagidos contra Fos que adquiriram

previamente a cor preta.
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2.9-Distribuicdo de células no eixo anteroposterior:
A distribuicdo das células no eixo antero-posterior foi realizada de acordo

com o atlas “The mouse brain” (Franklin; Paxinos, 2008).

2.10-Contagem de células:
Todas as contagens foram realizadas de forma manual e utilizando

ImageJ software (1.52a).

2.11-Anédlise estatistica e softwares utilizados:

Foram utilizados o software inkscape 1.1, Graph Pad Prism 6 e ambiente
anaconda (conda 4.12.0) para utilizacdo de linguagem de programacao
python(3.8.8) com suporte das bibliotecas: pandas(1.2.4), numpy(1.20.1),
matplotlib(3.3.4), scipy(1.6.2) e pyvenn (0.1.3).

Quando correlagdes foram realizadas ou matriz de correlacéo, o teste de
Pearson foi utilizado. Em todas as analises onde houve testes de hipotese, foi

adotado nivel de significancia considerando p<0,05 bicaudal.

3-Resultados:
3.1-Duplas marcac6es de FG e Fos no PMd e VMH e os CDS:

Quando analisamos a concentracdo de células Fos positivas dos
principais nucleos hipotalamicos, estdo em destaque os nucleos PVH, PMd e
VMHUVI e que estdo apresentadas na figura 3. Podemos observar que o ndcleo
PVH apresentou a maior concentracdo média de células Fos positivas média se
comparado com os nucleos PMd e VMHuvI, assim como diferenca entre limites
superior e inferior (2271) e diferenca entre terceiro e primeiro quartil (946),
demostrando maior dispersédo dos dados, quando comparado aos nucleos PMd
(766, 282) e VMHVI (863, 337).
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Figura 3: Grafico boxplot demonstrando a concentrac¢éo de células c-fos nos ndcleos PVH, PMd

e VMHvl em camundongos expostos ao paradigma residente-intruso (n=14).

Avaliando qualitativamente um caso de depédsito de FG na MCPdm
apresentado abaixo (Figura 4), percebe-se que o depésito de FG na MCPdm
acaba também atingindo a MCPdI e o coliculo superior. Observado o VMH, nota-
se consideravel marcacédo de células FG+ em todo o nucleo, mas a presenca de
células duplamente marcadas para FG e Fos concentra-se na porcéo
ventrolateral e, em menor propor¢do, na por¢cado central. Em relacdo ao nucleo
PMd, observa-se menor concentracdo de células FG+ apesar de presentes em
guase todo o nucleo. Em relacdo as células duplamente marcadas do nucleo,

nao ha um padrdo morfolégico bem definido como no caso do VMHuvI.
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PMd - FG+/FOS+

Figura 4: Fotomicrografias apresentando o sitio de depésito na MCPdm, e de marcacao para FG
e c-fos nos nucleos VMH e PMd de camundongos expostos ao paradigma residente-intruso. A
direita, em aumento, é possivel observar em destaque células duplamente marcadas, sendo a
seta em azul a indicacéo da marcacéo de FG, enquanto que o “X” em amarelo, a marcagéo de
c-fos. Na fotomicrografia da MCP, foi utilizada objetiva de aumento de 4x, enquanto que para 0s
nacleos VMH e PMd, 20x.
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Ja quando o depasito foi realizado na MCPI, apresentado na figura abaixo
(Figura 5), percebe-se que o depdsito foi mais contido comparado ao primeiro, 0
qué inclusive pbde ter resultado em marcacdes retrogradas menos intensas
comparadas ao caso apresentado na Figura 4. Observando o VMH, nota-se
marcacao discreta de células FG+, assim como de células duplamente marcadas
para FG e Fos concentradas nas porcdes ventrolateral e central. Ja no nucleo
PMd, podemos observar uma distribuicéo de células FG+ maior na regiao lateral

do nacleo acompanhada pelas células duplamente marcadas.
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Figura 5: Fotomicrografias apresentando o sitio de depdsito na MCPI, e de marcacgéo para FG e
c-fos nos nicleos VMH e PMd de camundongos expostos ao paradigma residente-intruso. A
direita, em aumento, é possivel observar em destaque células duplamente marcadas, sendo a
seta em azul a indica¢do da marcacao de FG, enquanto que o “X” em amarelo, a marcagéo de
c-fos. Na fotomicrografia da MCP, foi utilizada objetiva de aumento de 4x, enquanto que para 0s
ndcleos VMH e PMd, 20x.

Analisando as células duplamente marcadas, bem como as marcacdes
individualizadas para Fos e FG nos nucleos VMH e PMd (Figuras 6 e 7),

podemos observar que 55% dos neurbnios Fos positivos no PMd se projetam
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para a MCPdm, enquanto que no VMHvI 43% e VMHc 52%. Dos neurdnios Fos
positivos do PMd, 16% se projetam para a MCPI, enquanto que VMHc 9% e
VMHvl 15%. Podemos observar maior robustez retrégada da MCPdm
comparada a MCPI que pode ser atribuida & diferenca de depdsito, maior na
MCPdm, assim como ao fato de atingir toda a MCPdm por sua posi¢do mediana,
engquanto que a MCPI, a injecao unilateral atinge apenas uma das duas colunas.

As células duplamente marcadas na via VMHdm->MCPdm apresentaram
alto percentual em relagao ao total de neurénios Fos positivos, mas observagoes
iImportantes precisam ser realizadas. Primeiramente, a concentragcdo desses
neurénios € baixa comparada ao PMd e VMHvl além de ndo apresentar
correlagdo com os CDS passivos (R=0.04 e p=0.8) e ativos (R=0.14 e p=0.6) que
podem ser observados na figura 39. A alta densidade de neurdnios FG positivos
no VMHdm tornou a discriminacdo de cores dificil durante a contabilizacdo, o
que pode ter criado falsos-positivos de neurbnios duplamente marcados. Esta

situacdo nao ocorreu em outros nucleos/depdsitos.



41

PMd VMHdm
1655 305 2810 153’
FOS
FOS
FG FG
VMHc VMHVvI
2014 107’ 1358 216
FOS
FOS
FG FG

Figura 6: Para depésitos na MCPdm, a figura representa diagramas de Venn referentes a
concentracdo de neurdnios positivos por mm? para FG em amarelo e Fos em cinza escuro no
PMd e subdivisdes do VMH de camundongos expostos ao paradigma residente-intruso. A

intersec¢ao entre 0s grupos corresponde as células duplamente marcadas (n=6).

PMd VMHdm VMHc VMHUvI
Fos 553(131) | 194(187) | 204(103) | 506(171)
FG 1961(711) | 2963(1625) | 2121(1276) | 1574(966)
Duplas 305(198) | 153(173) 107(78) 216(103)
%Fos 55% 79% 52% 43%
%FG 16% 5% 5% 14%

Tabela 3: A tabela acima apresenta a média (desvio padrao) da concentracdo de neurdnios por
mm? no PMd e subdivises do VMH em depositos de FG na MCPdm de camundongos expostos
ao paradigma residente-intruso. Em %Fos, observamos o percentual de neurénios Fos positivos
que se projetam para a MCPdm em relacdo ao total de neurbnios Fos positivos, ou seja,
revelando a proporcéo de neurdnios ativos do PMd ou VMH que se projetam para a MCPdm. Em
%FG, observamos o percentual de neurbnios que se projetam para a MPCdm e que foram
marcados positivamente para Fos em relacdo ao total de neurdnios FG positivos, revelando o

recrutramento da populacéo neural que se projeta do PMd ou VMH para a MCPdm e que esteve
ativa no paradigma (n=6).
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Figura 7: Para depositos na MCPI esquerda, a figura representa diagramas de Venn referentes
a concentracdo de neurdnios positivos por mm?2 para FG em amarelo e Fos em cinza escuro no
PMd e subdivisdes do VMH de camundongos expostos ao paradigma residente-intruso. A
intersec¢do entre os grupos corresponde as células duplamente marcadas (n=3).

PMd VMHdm VMHc VMHUvI
Fos 391(185) 94(23) 174(19) 702(191)
FG 352(139) 120(89) 240(93) 444(115)

Duplas 61(55) 4(5) 15(7) 107(30)
%Fos 16% 4% 9% 15%
%FG 17% 3% 6% 24%

Tabela 4: A tabela possui a média (desvio padrédo) da concentragdo de neurdnios por mm? para
0 PMd e subdivisdes do VMH em depositos de FG na MCPI esquerda de camundongos expostos
ao paradigma residente-intruso. Em %Fos, observamos o percentual de neurénios Fos positivos
que se projetam para a MCPI esquerda em relacdo ao total de neurdnios Fos positivos ou seja,
revelando a proporcdo de neurdnios ativos do PMd ou VMH que se projetam para a MCPI. Em
%FG, observamos o percentual de neurbénios que se projetam para a MPCI que foram marcados
positivamente para Fos em relacéo ao total de neurdnios FG positivos revelando o recrutramento
da populagédo neural que se projeta do PMd ou VMH para a MCPI e que esteve ativa no
paradigma (n=3).
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A figura 8 representa a distribuicdo anteroposterior da concentracao
meédia de neurdnios positivos para Fos, FG ou duplamente-marcados no nucleo
VMHUvI. Para a analise de concentracdo de células Fos, os casos WT-DM-FG-9
e WT-DM-FG-12 foram removidos por terem apresentado baixa expressdo de
neurbnios Fos+ (n=12). Na andlise para concentracdo de células FG, a linha
sélida representa depositos na MCPdm removendo os casos WT-DM-FG-Ab,
WT-DM-FG-A6 e WT-DM-FG-A8 por serem depositos de menor qualidade e
posicionamento (n=8). As linhas pontilhadas representam depdsitos na MCPI,
sendo a linha pontilhada com circulos os nucleos contralaterais ao depdsito de
FG (n=3) e a linha pontilhada sem circulos para nucleos ipsilaterais em relacao
ao depdsito de FG (n=3). A concentracdo de neurbnios duplamente marcados
segue a mesma logica, sendo apenas que no grupo MCPdm foram removidos
os casos WT-DM-FG-9, WT-DM-FG-12, WT-DM-FG-5, WT-DM-FG-6 e WT-DM-
FG-8 (n=6). Desta forma é possivel observar maior concentracao de células Fos
na porc¢ao rostral do nucleo VMHvI, assim como concentracdo de células FG e
concentracdo de células duplamente marcadas. Na ocasido de depdsitos
realizados na MCPI, o nucleo ipsiateral apresenta maior concentracao de células
FG e maior concentracao de células duplamente marcadas. A figura 9 ilustra os

resultados observados.
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Distribuicdo antero-posterior de neurdnios no VMHvI
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Figura 8: Distribuicdo anteroposterior da concentragdo média de neurénios marcados para Fos
(n=12), FG ou duplamente marcados de camundongos expostos ao paradigma residente-intruso.
Para marcacfes de FG, a linha sdlida representa depdsitos na MCPdm (n=8) enquanto que as
linhas pontilhadas depdsitos na MCPI (n=3). Para marcac¢des duplas, a linha sélida representa
depdsitos na MCPdm (n=6) enquanto que as linhas pontilhadas depdsitos na MCPI (n=3) Linhas
pontilhadas com circulos representam nucleos contralaterias (n=3) enquanto que pontilhadas

sem circulos nucleos ipsilaterais (n=3) para depésitos na MCPI.

VMHvI

O

Figura 9: llustracdo esquematica sobre a distribuicdo de neurbnios Fos+, FG+ e duplamente

marcados para depoésitos na MCPdm ou MCPI de camundongos expostos ao paradigma

residente-intruso.
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Os CDS foram divididos em CDS ativos e CDS passivos e estao
apresentados na figura 10 em porcentagens totais do tempo. Como podemos
observar, houve maior expresséo de CDS passivos em relacdo a CDS ativos. Os
CDS passivos (57 e 26) apresentaram diferencas entre limites superior e inferior
e terceiro e primeiro quartii maior comparado aos CDS ativos (22, 7)

demonstrando maior dispersao.
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Figura 10: Grafico boxplot demonstrando os CDS passivos (CDSP) e ativos (CDSA) de

camundongos expostos ao paradigma residente-intruso(n=14).

A figura 11 representa 0os comportamentos agressivos realizados e
mordidas realizadas pelo dominante. A diferenca entre o limite superior e inferior
e terceiro e primeiro interquartis foi maior para as mordidas (145, 30) em
comparagcdo com 0s comportamentos agressivos (40, 11) realizados pelo

dominante demonstrando maior disperséo do grupo.
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Figura 11: Grafico boxplot demonstrando a porcentagem em que o dominante passa 0 tempo
realizando comportamentos agressivos além da quantidade de mordidas realizadas durante o

paradigma residente intruso (n=14).

Utilizando dados obtidos através do tracking do intruso, foi possivel avaliar
seu deslocamento ao longo do tempo (Figura 12). Avaliando o deslocamento dos
intrusos a cada 30 segundos, é possivel avaliar que os primeiros 90 segundos
sdo marcados por intensa mobilidade do intruso devido aos comportamentos de
fuga. O mesmo pode também ser observado na distribuicdo dos frames onde o
deslocamento foi maior do que 5mm, concentrados no terco inicial do paradigma
residente-intruso (D>5 mm/frame). Dessa forma, podemos considerar que
frames onde existe movimentacdo maior que 5 mm sdo marcadores de CDS
ativo. O valor de 5,16mm foi escolhido para esta marcacdo uma vez que 5,16
representou o limite superior onde esteve 10% de todos os valores de
movimentag&o dos intrusos. A correlacdo observada entre CDS ativos do intruso
e de frames onde houve movimentacao maior que 5 mm foi alta (R =0.84 e p <
0.05) e pode ser observada na figura 79.

A partir dos 90 segundos em diante, 0s intrusos apresentam maior
frequéncia de frames onde ndo houve movimentacdo (D=0mm/frame). Este
marcador pode da mesma forma ser considerado como expressdo de CDS

passivo uma vez que registra a imobilizacdo do intruso, que ocorre nos
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comportamentos de defesa passiva. A correlagcdo entre o percentual de CDS
passivos e frames onde ndo houve movimentacao do intruso foi muito alta (R =

0.96 e p < 0.05) e pode ser conferida na figura 75.

Os dominantes seguiram um padrao similar, mas com frames onde houve
movimentacdo maior que 5mm, dessa forma mais distribuido ao longo do
paradigma residente-intruso, além de menor expressao de frames sem mudanca
de posicao (Figura 13). Podemos atribuir & movimentacdo maior que 5mm por
frame do dominante aos comportamentos agressivos diretos, onde a maioria
envolve rapidas investidas do dominante em direcdo ao intruso. Por exemplo, a
correlacdo entre a quantidade de frames onde houve movimentacdo maior que
5mm do dominante e o percentual do tempo que o dominante realizou ataques

diretos foi alta (R=0.77 e p < 0.005) e pode ser avaliada na figura 55.

Os dominantes possuem maior deslocamento que 0s intrusos uma vez
gue possuem maior frequéncia de frames onde a movimentacéao foi maior que 5
mm e menor quantidade de frames onde ndo houve movimentacéo (Figura 14).
Dessa forma, o tracking do dominante e do intruso mostram que o terco inicial
do paradigma residente-intruso é marcado por CDS ativos do intruso e
comportamentos agressivos diretos do dominante. Os dois tergos restantes sao
marcados pela prevaléncia de CDS passivo do intruso com comportamentos

agressivos diretos do dominante regulares e distribuidos.
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Figura 12: Gréfico representando o deslocamento dos intrusos ao longo do paradigma residente-
intruso. O posicionamento do intruso foi obtido a cada 30 vezes por segundo, permitindo avaliar
seu deslocamento com precisdo. O deslocamento total é avaliado no gréafico superior para todos
0s intrusos nas respectivas faixas de tempo(n=14). No grafico do meio, esta representada a
quantidade de intrusos onde no respectivo frame houve deslocamento maior que 5.16 mm(valor
que representa o percentil de 90% de todos os deslocamentos) (n=14). No grafico inferior esta
representada a quantidade de intrusos onde n&o houve deslocamento no respectivo
frame(n=14). Tanto no grafico do meio quanto no gréafico inferior, cada unidade do eixo x

representa um trigésimo de segundo ou um frame.
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Deslocamento dos Dominantes
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Figura 13: Grafico representando o deslocamento dos dominantes ao longo do paradigma
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residente-intruso. O posicionamento do intruso foi obtido & cada 30 vezes por segundo,
permitindo avaliar seu deslocamento. O deslocamento total é avaliado no grafico superior para
todos os dominantes nas respectivas faixas de tempo (n=14). No gréfico do meio, esta
representada a quantidade de dominantes onde no respectivo frame houve deslocamento maior
que 5.16 mm (valor que representa o percentil 90% de todos os deslocamentos) (n=14). No
grafico inferior esta representado a quantidade de dominantes onde ndo houve deslocamento
em seu respectivo frame. Tanto no grafico do meio quanto no grafico inferior, cada unidade do

eixo x representa um trigésimo de segundo ou um frame.



50

Deslocamento Total Deslocamento > 5Smm/frame Deslocamento = Omm/frame
1800 T 5000
26000
24000 1600 4500
22000 1400 L 4000
A 1200 A
20000 3500
A
18000 1000
3000 e
Al
16000 800 . E
2500
14000 600
2000
12000 400 1 L|J
10000 1500
Intruso  Dominante Intruso  Dominante Intruso  Dominante

Figura 14: Gréficos representando o deslocamento de intrusos e dominantes sobre diferentes
métricas. O deslocamento total, em mm, foi maior para dominantes. A frequéncia de frames com
deslocamento maior que 5mm foi maior para dominantes. A frequéncia de deslocamentos iguais

a zero para intrusos foi maior do que para dominantes (n=14 para cada grupo).

Uma vez que os dados comportamentais e de concentracdo de células
Fos no hipotalamo apresentaram notavel variabilidade considerando as medidas
de dispersdo apresentadas, foi realizada a correlacdo entre esta concentracéo
no PMd e o percentual de CDS passivo realizado pelo intruso. Na figura 15, esta
apresentada a correlacdo realizada, onde foi observado coeficiente de
correlacao alto, positivo (R = 0,74) e significativo (p = 0,002).
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Figura 15: Correlacdo entre CDS passivos e concentracdo de células Fos no nicleo PMd (n=14)
de camundongos expostos ao paradigma residente-intruso.

Para explorar a relacéo entre as demais variaveis analisadas ao longo do
trabalho, foi realizada uma correlacdo de matrizes para obter uma visdo ampla e

que pode ser analisada nos resultados complementares (Figura 24 e 25).

Na figura 16, é possivel observar o resultado da correlacao de neurbnios
c-fos+ no VMHc, VMHvI, PMd e PVH com a expressao de congelamento. Neste
caso, todas as correlagbes, que podem ser observadas abaixo, apresentaram

resultado significativo (p<0,05).
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Figura 16: Correlacdo da expressdo do comportamento de congelamento com a correlacdo da
concentracdo de neurbnios Fos+ positivos no canto superior esquerdo com VMHc
(R=0.63,p=0.016), no canto superior direito com o VMHvI (R=0.68,p=0.007), no canto inferior
esquerdo com o PMd (R=0.8,p=0.001) e no canto inferior direito com o PVH (R=0.86,p=< 0.001)
de camundongos expostos ao paradigma residente-intruso.

7

Ja na figura 17, onde é possivel observar a correlacdo para os
comportamentos de fuga, apenas os nucleos VMHc e PVH apresentaram

resultado significativo (p < 0,05).
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Figura 17: Correlacdo da expressdo do comportamento de fuga com a concentracdo de
neurdnios Fos+ no canto superior esquerdo com VMHc (R=0.62, p=0.019), no canto superior
direito com o VMHuvI (R=0.36, p=0.208), no canto inferior esquerdo com o PMd (R=0.52,p=0.054)

e no canto inferior direito com o PVH (R=0.65, p=0.012) de camundongos expostos ao paradigma

residente-intruso.

Na figura 18, é possivel observar a influéncia do percentual do tempo
gasto pelo dominante realizando ataques diretos que esta positivamente
correlacionado com o percentual de congelamento (R=0.6, p=0.024) e de fuga

(R=0.9, p=< 0.001).
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Figura 18: Correlacdo da expressdo do comportamento de congelamento e fuga com o
percentual do tempo que o dominante gastou realizando ataques diretos da esquerda para a
direita (R=0.6, p=0.024) e (R=0.9,p=< 0.001) de camundongos expostos ao paradigma residente-

intruso.

3.2-Projec¢des anterogradas da MCPdm:

Foi aplicado o vetor viral AAV5-hSyn-hChR2(H134R)-EYFP-WPRE-PA na
MCPdm para mapear os principais alvos da MCPdm. Foram utilizados 14
animais que foram submetidos a injecdo de vetores virais na MCPdm em
diferentes doses, para que fosse possivel, ao longo das repeticées, diminuir ao
maximo a &rea de injecdo e assim apenas atingir neurénios da MCPdm evitando
neurénios da MCPdI e coliculo superior. Devido a movimentacéo de retorno da
ponta da agulha injetora, residuos sempre sobravam no coliculo superior
contaminando a estrutura. Como controle positivo, também foram injetados
diretamente no coliculo superior, sem infectar a MCPdm, 8 animais. As
estruturas em que foram observadas projecbes da MCPdm apenas, estéo

destacadas na tabela 5:
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Nome complete Sigla Intens_ldaglede
projecao

Area dorsal hipotalamica DA o+
Porcao posterior do nucleo paraventricular do talamo PVP ++++
Nucleo magno da raphe RMg ++++
Area hipotalamica anterior AHA ++++
Nucleo dorsomedial do hipotalamo DM ++++
Nucleo subparafascicular do talamo SPF +++
Células dopaminérgicas All All +++
Células dopaminérgicas A13 Al13 +++
Area pre-Cuneiforme PrCnf +++
Nucleo cuneiforme CnF +++
Coluna Lateral da Matéria Cinzenta Periaquedutal MCPI +++
Coluna Ventrolateral da Matéria Cinzenta Periaquedutal MCPuvI +++
Nucleo Gigantocelullar, porcéo alpha GIiA +++
Ndcleo medio-dorsal do talamo MD ++
Nucleo central medial do talamo CM ++
Porcéo peduncular do hipotalamo lateral PLH ++
Zona Incerta Zl AR
Porcéo anterior do nicleo paraventricular do talamo PVA Ak
Células dopaminérgicas A13 Al13 ++
Ndcleo Lithoid Lth ++
Porcéo caudal do nucleo pontino reticular PnC ++
Nucleo Medial do Septo MS +
Area medial pré-6ptica MPA +
Nucleo central medial do talamo CM +
Nucleo latero-anterior do hipotalamo LA +
NUcleo pré-6ptico magnocellular MCPO +
Porcao peduncular do hipotalamo lateral PLH +
Nucleo paraventricular do hipotdlamo (por¢éo magno) PVH +
Nucleo central medial do talamo CM +
Porcao peduncular do hipotalamo lateral PLH +
Locus coeruleus LC +
Nucleo de Barrington Bar +

Tabela 5: Estruturas que apresentaram projecfes anterégradas da MCPdm organizadas por

intensidade/concentracdo da proje¢do avaliada de forma qualitativa.

Abaixo, é possivel visualizar as principais proje¢cées mencionadas na

tabela acima.
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MCPdm Coliculo Superior

Figura 19: Fotomicrografias apresentando projecdes anterégradas a partir de injecdo na MCPdm a
esquerda (itens 1.A e 1.C) e coliculo superior a direita (itens 1.B e 1.D). Todas as imagens representam
cortes aproximadamente no nivel do bregma —1.06mm em objetiva de 4x. Abreviac¢des: 3V(3° ventriculo), f
(férnix), opt (trato éptico), mt (trato mamilo-talamico), D3V (3° ventriculo dorsal) AHN (nlcleo anterior do

hipotalamo), PV (nGcleo paraventricular do tdlamo).
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MCPdm Coliculo Superior

Figura 20: Fotomicrografias apresentando projecdes anterégradas a partir de inje¢do na MCPdm a
esquerda (itens 2.A e 2.C) e coliculo superior a direita (itens 2.B e 2.D). Todas as imagens estdo em objetiva
de 4x. As imagens 2.A e 2.B representam aproximadamente o nivel do bregma —1.46mm, enquanto que
2.C e 2.D -1,7mm. Abreviacdes: 3V(3° ventriculo), f (fornix), opt (trato 6ptico), mt (trato mamilo-talamico),

DM (ndcleo dorsomedial do hipotalamo), ZI (zona incerta), DA (area dorsal hipotalamica).
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Figura 21: Fotomicrografias apresentando sitio de inje¢cdo na MCPdm (item 3.A) e sitio de inje¢do no coliculo
superior (item 3.B). Os itens 3.A e 3.C apresentam projecdes anterégradas da MCPdm, enquanto os itens
3.B e 3.D projecOes anterégradas do coliculo superior. Todas as imagens estdo em objetiva de 4x. As
imagens 3.A e 3.B representam aproximadamente o nivel do bregma —3.88mm, enquanto 3.C e 3.D -
4,36mm.  Abreviagbes: Aq (Aqueduto), mlif (fasciculo medial longitudinal), dm (matéria cinzenta
periaquedutal, coluna dorsomedial), dl (matéria cinzenta periaquedutal, coluna dorsolateral), | (matéria
cinzenta periaquedutal, coluna lateral), vl (matéria cinzenta periaquedutal, coluna ventrolateral), col (coliculo
superior), MGV (ntcleo medial geniculado, porcéo ventral)
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Coliculo Superior

Figura 22: Fotomicrografias apresentando projecdes anterégradas a partir de injecdo na MCPdm a
esquerda (itens 4.A e 4.C) e coliculo superior a direita (itens 4.B e 4.D). Todas as imagens estdo em objetiva
de 4x. As imagens 4.A e 4.B representam aproximadamente o nivel do bregma —4.96mm, enquanto 3.C e
3.D -6,12mm. Abreviac¢des: Aq (Aqueduto), 4V (4° ventriculo), py (trato piramidal),dm (matéria cinzenta
periaquedutal, coluna dorsomedial), | (matéria cinzenta periaquedutal, coluna lateral), vl (matéria cinzenta
periaquedutal, coluna ventrolateral), CnF (nucleo cuneiforme), GiA (nucleo giganto celular reticular, por¢éo

alfa), RMg (nucleo magno da raphe).
4-Discusséo:

A base neural dos CDS vem sendo estudada h& mais de 40 anos, sendo
gue neste campo, Varios pesquisadores e grupos depositaram sua contribuicao
em diferentes aspectos (Blanchard; Blanchard et al., 1977, Miczek, 1979,
Martinez, 2002, Motta et al. 2009, Wang et al., 2019, Diaz; Lin 2020, de Almeida;
Baldo; Motta 2022), sendo que, utilizando vetores virais, um detalhamento mais
profundo foi obtido sobre o papel do nicleo VMHvI nos CDS (Wang et al., 2019).

Em camundongos submetidos ao paradigma residente-intruso, foi
observada a presenca de células duplamente marcadas para Fos e FG no PMd
e VMHUvI quando depositados na MCPdm. Observamos neurdnios Fos positivos

no VMHvI e PMd recrutados durante o CDS e que se projetam para a MCPdm
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ou para a MCPlI em camundongos. Foram notadas células Fos positivas
especificas aos CDS no VMHvI e PMd que se projetam para outras estruturas
que ndo a MCPdm ou MCPI uma vez que ndo possuiram marcacdo para FG.
Também foram observadas proje¢ées do VMHvI e PMd para a MCPdm ou MCPI
que nao estdo ativas durante o paradigma residente-intruso, demonstrando

assim trés populacdes neurais presentes em cada nucleo.

Os resultados demonstram que aproximadamente de um ter¢co a metade
dos neurdnios Fos+ no PMd e VMHuvI se projetam para a MCPdm, consolidando
o fato que a MCPdm representa um alvo importante para estes dois ndcleos no

contexto da defesa social. O mesmo é valido para a MCPI.

Também foram observados neurénios que se projetam do PMd ou VMHUVI
para MCPdm ou MCPI e que ndo estdo ativos durante a exposi¢cdo ao CDS.
Estes neurdnios representam vias que podem estar ativas em outros contextos
comportamentais ou que sua inativacdo compde parte do processamento

relativo ao CDS.

Em relacéo a distribuicdo de neurdnios no eixo anteroposterior do ndcleo
VMHuvI, foi observado maior concentracdo de neurdnios Fos positivos, FG
positivos e duplamente marcados na porcao anterior do nucleo. Este resultado
esta de acordo com resultados observados anteriormente (Wang et al. 2019, Lo
et al. 2019) e indica que a porcao anterior do VMHvI esta mais envolvida na
organizacdo do CDS quando comparada a por¢ao caudal.

A literatura do PMd é consideravelmente reduzida, e a maioria dos
trabalhos esta voltada para o contexto da defesa anti-predatoria (Wang et al.
2021). Ainda assim, podem contribuir para a compreensdo do papel do ndcleo
no contexto da defesa social. Em camundongos expostos a predadores, foi
observado que a populacdo CCK+ esteve mais ativa quando camundongos
exibiam comportamentos de fuga, e menos ativa quando congelavam (Wang et
al. 2021). Quando esta populacdo foi inibida quimiogeneticamente, o
comportamento de congelamento néao foi alterado, mas reduziu a velocidade das
respostas de fuga, assim como a ativagdo optogenética que aumentou a
velocidade de fuga e néo alterou a resposta de congelamento (Wang et al. 2021).

O estudo leva a crer que o PMd possa estar envolvido apenas com
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comportamentos de fuga, o que é contraditério com estudos prévios utilizando
leséo citotoxica do PMd em ratos expostos a predadores (Cezario et al. 2008)
ou coespecificos agressores (Mota et al. 2009) onde a resposta de congelamento
foi abruptamente reduzida comparada ao grupo controle. O estudo também é
contraditério em relacdo aos resultados observados neste trabalho, onde a
concentracdo de neurdnios Fos+ esteve correlacionada com o comportamento
de congelamento (R=0,8), mas nao esteve com o comportamento de fuga
(R=0,52).

Observado em ratos, o nucleo PMd apresenta diferencas de marcacéo
por Fos a depender do estimulo aversivo apresentado. No caso, a regido
dorsomedial apresenta especificidade quando ratos sao expostos a
coespecificos agressores, enquanto que a regido ventrolateral, especificidade
quando expostos a predadores, sendo que esta porcdo se projeta
preferencialmente para a MCPdI, equanto que a porcdo dorsomedial para as
colunas MCPdm e MCPI (Motta et al. 2009). Estas particularidades observadas

em ratos ndo ocorrem em camundongos.

Também em ratos expostos a coespecificos agressores, sabe-se que a
leséo citotéxica do PMd, além de reduzir abruptamente o congelamento, ndo
altera a expressao de CDS ativo (Motta et al. 2009) além de reduzir a expressao
de Fos na MCPdm e MCPI (Almeida et al. 2023). Ja a lesao citotéxica da MCPdm
em ratos expostos a coespecificos agressores praticamente abole o CDS
passivo, enquanto que gera aumento na expressao de CDS ativo além de reduzir
a expressédo de Fos no PMd (Almeida et al. 2023). Desta forma, a MCPdm
aparenta estar relacionada a CDS passivos e nao ativos no contexto do

comportamento defensivo social em ratos.

Sabe-se que o comportamento de congelamento é mediado através da
MCPvl. Foi demonstrado que projecdes gabaérgicas do nucleo central da
amigdala para a neurbnios gabaérgicos da MCPvl desinibem neurdnios
glutamatérgicos que se projetam para o nacleo magnocelular da medula que &
uma estrutura chave na expressao do congelamento. Por outro lado, a ativacao
de neurbnios glutamatérgicos na MCPdI/MCPI induz o comportamento de fuga,
ativando neurénios gabaérgicos da MCPvI que tonicamente inibem neurbnios

glutamatérgicos e que projetam para a medula magnocelular (Tovote et al. 2016).
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Recentemente, foi demonstrado que o nucleo cuneiforme (CUN) presente
no mesencéfalo e considerado uma extensao da prépria MCP e participa da
expressdo de comportamentos defensivos (Bindi et al., 2023, Tsang et al. 2023).
Esta estrutura, recebe e envia projecfes de diversas estruturas relacionadas a
expressao de comportamentos defensivos anti-predatérios e defensivos sociais,
com destaque para a MCP, em especial para a MCPdI que recebe e envia as
projecbes mais densas, e que quando a populacdo glutamatérgica desta
estrutura que se projeta para o CUN é ativa em camundongos gera
preferencialmente a resposta de fuga (Tsang et al. 2023), apesar de a ativacao
optogenética completa do nucleo em ratos induzir congelamento e fuga (Bindi et
al. 2023). Como mencionado anteriormente que as colunas MCPdI e MCPI
podem inibir as colunas MCPVI responsaveis pela expressao de congelamento
(Tovote et al. 2016).

O nudcleo VMHvl esta relacionado com uma ampla variedade de
comportamentos sociais, além do comportamento defensivo, como
comportamentos agressivo em fémeas (Liu et al., 2022), em machos (Zha et al.,
2020), reprodutivo (Liu et al., 2022) e onde o dimorfismo sexual da estrutura
implica em expressdes comportamentais e metabolicas diferentes entre machos

e fémeas (Krause; Ingraham et al. 2017).

Foi observado que neurdnios do VMHUvI que se projetam para a MCPdm
projetam também ramos colaterias para estruturas como a porcédo dorsal do
nacleo subparafascicular (SPFd), AHA e ZI e neurdnios do VMHvI que se
projetam para o MPO, emitem colaterais para estruturas como o PVH, LS, AHA.
Interessantemente, neurénios do VMHvI que se projetam para o MPO estao
localizados posteriormente, e neurbnios que se projetam para a MCPdm estéo
localizados anteriormente, e estes dois grupos neuronais apresentam pouca ou

nenhuma sobreposicao (Lo et al., 2019).

No presente corpo de resultados, foi observada alta expressédo de Fos+
no nucleo PVH sem projecéo direta para a MCPdm ou MCPI e correlacionada

com a expressao de comportamento defensivo social.

O ndcleo PVH €& conhecido por apresentar trés subdivisoes:
magnocelular, mediocelular e parvocelular (Kiss; Martos; Palkovits 1991). A
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por¢do parvocelular do PVH apresenta neurénios que produzem o peptideo CRH
que estimula o eixo hipotalamo-hipdéfise-adrenal, sendo ativo em varias formas
de estresse (Herman; Tasker, 2016, Daviu; Bens, 2021). Ainda, as porcdes
magnocelular e parvocelular apresentam neurbnios positivos para 0s
nonapeptideos ocitocina ou vasopressina (Biang et al. 2012, Kelly; Goodson
2014, Althammer; Grinevich, 2017). Sabe-se que o paradigma residente-intruso,
também conhecido como derrota social, causa a ativacao do eixo hipotalamo-
pituitaria-adrenal, levando ao aumento da concentracdo plasmatica de
corticosterona dos derrotados (Dulka et al., 2018), além de elevar a expressao

de Fos nesta estrutura (Martinez; Calvo-Torrent.; Herbert, 2002).

Na literatura, existem evidéncias demonstrando que o nucleo PVH pode
desempenhar um papel comportamental aversivo rapido independente de efeitos
neuroenddcrinos (Flzesi et al., 2016, Mangieri et al., 2019 ,Daviu; Bens, 2021).
Sabe-se que faz parte da composicao da estrutura, neurénios magnocelulares
ocitocinérgicos que estdo relacionados a efeitos de longo prazo gerados por
estimulos dolorosos, como o condicionamento aversivo (Guzman et al., 2013,
Martinon et al., 2019, Olivera-Pasilio; Dabrowska, 2020), demostrando funcdes

mais amplas que o papel neuroenddcrino.

Em estudo simulando a predacdo aérea em camundongos, neurdnios
CRH+ apresentaram aumento de atividade com consequente reducdo de
mobilidade. Alguns instantes apds a simulacdo de predacdo aérea, estes
neurdnios apresentaram reducédo de atividade com subsequente comportamento
de fuga para um abrigo. Quando estes mesmos neurdnios foram inativados
optogeneticamente, houve reducdo nas respostas de fuga. Coletivamente com
outros estudos, a atividade de neurdbnios CRH+ do PVH mostrou importante
papel em rapidas mudangcas comportamentais relacionadas a ataques de
predadores que podem ser mediados através de projecdes para o LHA ou

capsula externa do globo palido (Daviu; Bens 2021).

Uma das estruturas que recebe projecdes dos neurdnios glutamatérgicos
e CRH+ do PVH é aregiao lateral do hipotalamo (Fuzesi et al. 2016). Entretanto,
a lesdo citotoxica da porcao justadorsal ndo foi capaz de alterar a expresséo de

comportamentos defensivos sociais em ratos, mas reduziu a expressao da
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avaliacao de risco quando re-expostos ao contexto onde o paradigma residente-

intruso ocorreu (Rangel et al., 2016).

As mordidas realizadas pelo dominante sobre o intruso sdo um
componente importante dos estimulos que o dominante gera sobre o intruso. Por
exemplo em estudo prévio, foi apontado que camundongos dominantes realizam
a maior parte das mordidas na regido dorsal posterior dos intrusos (Blanchard;
Blanchard 1977) e foi constatado que o nucleo SPFm pode desempenhar papel
neste aspecto, além de possuir neurdnios duplamente marcados que se

projetam para a MCPdm em ratos (Almeida et al. 2023).

O estimulo doloroso induz a ativacao de diversas estruturas encefalicas,
com destaque para o hipotalamo (Bonapersona et al., 2022). Sabe-se que a
MCPvI juntamente com o bulbo rostroventromedial e corno dorsal da medula
compde a via modulatéria da dor onde a neurotransmissao opidide possui papel
chave na analgesia (Lueptow; Fakira; Bobeck, 2018).

Ainda considerando o aspecto nociceptivo do CDS, recentemente, foi
descrita uma projecéo de neurdnios parvicelulares OXT+ que se projetam para
MCPvI. Esta projecdo ocitocinérgica preferencialmente é direcionada a
neurdénios gabaérgicos da MCPvI. Além disto, em torno de 1 quinto das células
da MCPvI possuem neurdnios positivos para receptor de ocitocina. Sabe-se que
esta via produz analgesia e é recrutada durante o processamento da dor, sendo
que os autores consideram uma hipotese testavel sobre o papel que a via pode

desempenhar no comportamento de congelamento (lwasaki et al., 2023).

A MCP est& envolvida com a organizacao de diversos comportamentos,
mesmo quando tratamos apenas de comportamentos defensivos. Entender
como esta estrutura e suas colunas organizam e expressam estes
comportamentos € desafiador. Para analisar os alvos da MCPdm, foi realizada a
injecao de vetores virais anterogrados. Foram observadas diferentes estruturas

densamente marcadas para as projecdes da MCPdm.

A é&rea anterior do hipotdlamo (AHA) recebe estas projecdes da MCPdm,
e recentemente foi demonstrado que esta estrutura possui papel chave em
interacbes sociais afiliativas, e que sdo abolidas quando interacbes sociais

aversivas ocorrem (Jabarin et al.,, 2022) além de critica na execucdo de
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comportamentos agressivos-defensivos contra ndo coespecificos (Xie et al.
2022). A AHA é uma estrutura composta em 90% por neurdnios GABAérgicos
(Xie et al. 2022). As principais fun¢cdes comportamentais sociais da AHA sao
antagOnicas a defesa, e pode ser que esta projecdo MCPdm—-> AHA iniba o
funcionamento do AHA. As estruturas alvo da populacdo vVGAT+ do AHA sao LS,
VMH, PMd, PMv e PVH. A principal via responsavel pela expressdo do

comportamento defensivo de ataque foi da AHA para a MCPVI (Xie et al. 2022).

Os nucleos dorsomedial do hipotdlamo (DM) e area dorsal do hipotalamo
(DA) também apresentaram densas projecOes provenientes da MCPdm. O
nacleo dorsomedial envia projecfes para o PVH e possui funcdo chave no
processamento do estresse, principalmente através de efeitos neuroenddcrinos
e autondmicos (Brasil et al. 2019). A DA possui papel na regulacdo térmica e

frequentemente é recrutada em respostas de estresse (Machado et al., 2018).

O ndcleo paraventricular do tdlamo (PVT) recebe projec6es da MCPdm.
E uma estrutura que pode estar relacionado a varios comportamentos (Choi;
McNally, 2017), incluindo defesa, possuindo papel no congelamento e avoidance
(Ma et al. 2021).

Ainda, projecdes do grupo de neurdnios dopaminérgios A1l e A13 foram
observadas e podem estar relacionadas a direta regulagdo motora e controle da
dor (Koblinger et al.,, 2018). Este nucleo comparado aos demais grupos
dopaminérgicos diencefélicos (12,13 e 14) o grupo Al1 foi o Unico que apresenta

projecdes diretas para regides da medula do nivel T10 ao L5(Qu et al., 2006).

O nucleo magno da raphe esta envolvido com o controle da dor (Condés-
Lara etal., 2012) e com o controle respiratério (Morinaga; Nakamuta; Yamamoto,
2019), j& o nucleo gigantocelular envolvido com o controle motor (Lemieux;

Bretzner, 2019), sendo que ambas as estruturas recebem proje¢des da MCPdm.
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Figura 23: O esquema acima sintetiza a base neural dos CDS com base na literatura e resultados
observados. Em resumo, os resultados indicam que as projecdes do VMHvI e PMd para as
colunas MCPdm e MCPI organizam os CDS e que por sua vez recrutam estruturas como o CUN
e MCPuvI. A figura acima foi modificada a partir de Almeida e colaboradores (2023) e Motta e
colaboradores (2009).

Historicamente, o paradigma residente-intruso foi aplicado em machos,
apesar de sabermos a importancia de se estudar também o modelo em fémeas
considerando as maiores frequéncias de depressao e ansiedade na populacéo

feminina (Kuske; Trainor, 2022).

Recentemente na literatura, foi disponibilizado um novo método para a
replicacdo do paradigma residente-intruso, adicionando odor de macho sobre
fémeas para que a agressao possa ocorrer por parte do dominante (Harris et al.,
2018). Outras opc¢des incluem a utilizam de outras espécies de roedores onde a
agressao entre fémeas é mais comum do que em ratos e camundongos como
Mesocricetus auratus, Peromyscus californicus, Microtus ochrogaster (Kuske;
Trainor, 2022) e Meriones unguiculatus (Pan et al., 2023). Em especifico, a
Meriones unguiculatus é altamente territorialista e naturalmente exibe

comportamentos agressivos contra intrusas do mesmo sexo (Pan et al., 2023).

Esta mesma espécie, quando exposta a uma agressora de forma aguda,
leva ao aumento de células Fos+ no VMHvl, MCPd, PVH, MEA entre outras
estruturas comparada ao grupo controle (Pan et al., 2020), demonstrando a
viabilidade de se estudar o CDS também em fémeas e com mobilizacdo de

estruturas ja bem descritas em machos.
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Quando comparamos analises comportamentais realizadas por humanos
com analises realizadas por algoritmos que tem por objetivo automatizar tarefas,
podemos citar varios aspectos onde um meétodo supera o outro. Como neste
trabalho, a andlise humana nao foi removida, mas apenas complementada, vale
ressaltar alguns aspectos positivos das andlises realizadas via algoritmos
comparada a analises realizadas por humanos. Analises realizadas por humanos
possuem o0 viés do cansaco devido a tarefas repetitivas assim como a
variabilidade na forma de analise entre observadores que podem comprometer

a qualidade das analises (Sturman et al., 2020).

No contexto do paradigma residente-intruso, a utilizacdo de dados
provenientes da movimentacao do intruso e do dominante se mostraram formas
efetivas de se analisar os principais CDS do intruso assim como 0s
comportamentos agressivos do dominante, alinhando temporalmente o
comportamento de dois animais. Além do mais, técnicas como calcium-imaging
e optogenética tendem a ser cada vez mais utilizadas. Este tipo de abordagem
experimental tende a gerar um volume cada vez maior e complexo de dados
(Paninski; Cunningham, 2018), o que pode necessitar de analises e ferramentas

cada vez mais robustas e aprofundadas em ciéncia de dados.
5-Conclusdo:

O CDS é processado por diversas estruturas encefalicas para que ocorra,
de forma apropriada, a expressao de cada comportamento. A literatura ja havia
definido que os nucleos VMHvI e PMd exibem funcdes criticas no processamento
comportamental no contexto do CDS e que seus alvos mais provaveis seriam a
MCPdm e MCPI. Através da dupla marcacdo de projecbes retrogradas, foi
descrito que estas proje¢cdes para a MCPdm e MCPI estéo ativas durante o CDS.
O resultado consolida uma porgéo importante da circuitaria neural do CDS e
possibilita 0 estudo de novas hipéteses, vias e estruturas pertinentes ao CDS.
Considerando resultados recentes, a partir da MCPdm e MCPI, os alvos mais
provaveis para a continuacdo da sinalizacdo do CDS sdo a MCPvl, o CUN e
projecOes ascendentes para o LHA.
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Anexo 1:

Matriz de correlagao, valor R
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Figura 24: Correlagdo de matrizes mostrando o coeficiente de correlagéo através de mapa de
cor. As varidveis demonstradas sado: F-PVH (Concentracdo de neurbnios c-fos-positivos no
nacleo PVH do intruso), F-PMd (Concentragdo de neurdnios c-fos-positivos no nicleo PMd do
intruso), F-Vdm (Concentragao de neurénios c-fos-positivos no nacleo VMHdm do intruso), F-Vc
(Concentragéo de neurbnios c-fos-positivos no ndcleo VMHc do intruso), F-Vvl (Concentragao
de neurbnios c-fos-positivos no ndcleo VMHvI do intruso), ATK-D(Percentual de ataques diretos
realizados pelo dominante), ATK-A(Percentual de ameacas de ataques realizados pelo
dominante), R-O(Percentual de outros comportamentos realizados dominante(ndo agressivos)),
R-M(Mordidas realizadas pelo dominante), I-Fre(Percentual de congelamento realizado pelo
intruso), I-Cr(Percentual de Crouch sniff realizado pelo intruso), I-Fug(Percentual de fuga
realizado pelo intruso), I-Up(Percentual de up-right realizado pelo intruso), I-M(Percentual do
tempo mordendo o dominante), I-A(Percentual de ambulagdo realizado pelo intruso), I-
H(Percentual de Rearing realizado pelo intruso), I-Onb(Percentual de On the back realizado pelo
intruso), |-G(Percentual de Grooming realizado pelo intruso), I-Def-p(Percentual de CDS
passivos realizados pelo intruso), I-Def-a(Percentual de CDS ativos realizado pelo intruso), I-
z(Quantidade de frames onde a movimentacdo do intruso foi igual a zero), I-f(Quantidade de
frames onde a movimentacao do intruso foi maior que 5mm), D-z(Quantidade de frames onde a
movimentacdo do dominante foi igual a zero), D-f(Quantidade de frames onde a movimentacgéo

do dominante foi maior que 5mm). Quanto maior o coeficiente de correlacdo for, ou seja, mais
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proximo de 1, mais vermelha é a cor da cédula. Quanto mais préximo de O for o coeficiente, mais
proxima de branca sera a cor da cédula. Quanto mais proximo de -1 for o coeficiente, mais

proxima do azul sera a cor da cédula (n=14).
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Matriz de correlagao, valor p
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Figura 25: Em cédulas onde a cor preta estiver presente, foi obtido valor p < 0.05 nesta cédula,
gue representa a correlagdo entre cada uma das varidveis utilizadas. As varidveis demonstradas
sdo: F-PVH (Concentragdo de neurbnios c-fos-positivos no nucleo PVH do intruso), F-PMd
(Concentracédo de neurbnios c-fos-positivos no nucleo PMd do intruso), F-Vdm (Concentragéo
de neurdnios c-fos-positivos no ndcleo VMHdAm do intruso), F-Vc (Concentragdo de neurdnios c-
fos-positivos no nicleo VMHc do intruso), F-Vvl (Concentrac@o de neurbnios c-fos-positivos no
nacleo VMHvI do intruso), ATK-D(Percentual de ataques realizados pelo dominante), ATK-
A(Percentual de amecas de ataques realizados pelo dominante), R-O(Percentual de outros
comportamentos realizados dominante(ndo agressivos)), R-M(Mordidas realizadas pelo
dominante), I-Fre(Percentual de congelamento realizado pelo intruso), I-Cr(Percentual de Crouch
sniff realizado pelo intruso), I-Fug(Percentual de fuga realizado pelo intruso), I-Up(Percentual de
up-right realizado pelo intruso), I-M(Percentual do tempo mordendo o dominante), I-A(Percentual
de ambulacéo realizado pelo intruso), I-H(Percentual de Rearing realizado pelo intruso), I-
Onb(Percentual de On the back realizado pelo intruso), I-G(Percentual de Grooming realizado
pelo intruso), I-Def-p(Percentual de CDS passivos realizados pelo intruso), I-Def-a(Percentual de
CDS ativos realizados pelo intruso), I-z(Quantidade de frames onde a movimentac&o do intruso
foi igual a zero), I-f(Quantidade de frames onde a movimentac&o do intruso foi maior que 5mm),
D-z(Quantidade de frames onde a movimentagédo do dominante foi igual a zero), D-f(Quantidade

de frames onde a movimentacdo do dominante foi maior que 5mm) (n=14).
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Figura 26: Correlagéo superior esquerda: Correlagdo entre a concentracdo de neurdnios c-fos
positivos no PVH e PMd (R=0.63, p=0.015).
Correlacao superior direita: Correlacdo entre a concentracao de neurénios c-fos positivos no PVH
e VMHdm (R=0.1,p=0.724).
Correlacéo inferior esquerda: Correlagdo entre a concentragdo de neurénios c-fos positivos no
PVH e VMHc(R=0.52,p=0.057).
Correlacéo inferior direita: Correlacé@o entre a concentracdo de neurénios c-fos positivos no PVH
e VMHvVI(R=0.69,p=0.006).
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Figura 27: Correlacédo superior esquerda: Correlagédo entre a concentragdo de neurdnios c-fos
positivos no PVH e percentual de ataques diretos realizados pelo dominante(R=0.6, p=0.022).
Correlacéo superior direita: Correlacdo entre a concentracdo de neurénios c-fos positivos no PVH
e percentual de ameacas de ataque realizadas pelo dominante (R=0.65,p=0.012).
Correlacao inferior esquerda: Correlagdo entre a concentracdo de neurbnios c-fos positivos no
PVH e mordidas realizadas pelo dominante (R=0.55,p=0.041).
Correlacao inferior direita: Correlagé@o entre a concentracao de neurbnios c-fos positivos no PVH

e percentual de congelamento realizado pelo intruso(R=0.86,p=< 0.001).
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Figura 28: Correlacd@o superior esquerda: Correlagdo entre a concentracdo de neurbnios c-fos
positivos no PVH e percentual de fuga realizado pelo intruso(R=0.65, p=0.012).
Correlacao superior direita: Correlacdo entre a concentracao de neurbnios c-fos positivos no PVH
e percentual de defesa passiva realizado pelo intruso (R=0.89,p=< 0.001).
Correlacéo inferior esquerda: Correlagdo entre a concentragdo de neurénios c-fos positivos no
PVH e percentual de defesa ativa realizado pelo intruso(R=0.6,p=0.025).
Correlacéo inferior direita: Correlacéo entre a concentracdo de neurénios c-fos positivos no PVH

e Frames onde deslocamento do intruso foi igual a zero(R=0.85,p=< 0.001).
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Figura 29: Correlacd@o superior esquerda: Correlagdo entre a concentracdo de neurbnios c-fos
positivos no PVH e quantidade de frames onde houve movimenta¢éo maior que 5mm do intruso
(R=0.61, p=0.02).
Correlacao superior direita: Correlacdo entre a concentracao de neurbnios c-fos positivos no PVH
e quantidade de frames onde n&do houve movimentacdo do dominante (R=0.2,p=0.486).
Correlacéo inferior esquerda: Correlagédo entre a concentragdo de neurénios c-fos positivos no
PVH e quantidade de frames onde houve movimentacdo maior que 5mm do dominante
(R=0.72,p=0.003).

Correlacao inferior direita: Correlagé@o entre a concentracao de neurbnios c-fos positivos no PVH

e percentual de Up-Right realizado pelo intruso(R=0.17,p=0.562).
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Figura 30: Correlacd@o superior esquerda: Correlagdo entre a concentracdo de neurbnios c-fos
positivos no PVH e percentual de crouch-sniff realizado pelo intruso (R=0.35, p=0.227).
Correlacao superior direita: Correlacdo entre a concentracao de neurbnios c-fos positivos no PVH
e percentual em on-the-back realizado pelo intruso (R=0.29,p=0.308).
Correlacéo inferior esquerda: Correlagdo entre a concentragdo de neurénios c-fos positivos no
PVH e quantidade de mordidas realizadas pelo intruso (R=-0.03,p=0.93).
Correlacéo inferior direita: Correlacéo entre a concentracdo de neurénios c-fos positivos no PVH

e percentual de cheirar dominante realizado pelo intruso(R=-0.68,p=0.007).
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Figura 31: Correlacd@o superior esquerda: Correlagdo entre a concentracdo de neurbnios c-fos
positivos no PVH e percentual de rearing realizado pelo intruso (R=-0.32, p=0.272).
Correlacao superior direita: Correlacdo entre a concentracao de neurbnios c-fos positivos no PVH
e percentual de outros comportamentos realizados pelo Dominante(Comportamentos nao
agressivos) (R=-0.78,p=0.001).
Correlacéo inferior esquerda: Correlagdo entre a concentragdo de neurénios c-fos positivos no
PVH e percentual de ambulacdo realizado pelo Intruso (R=-0.87,p=< 0.001).
Correlacao inferior direita: Correlagé@o entre a concentracao de neurbnios c-fos positivos no PVH

e percentual de grooming realizado pelo intruso(R=-0.58,p=0.029).
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Figura 32: Correlacd@o superior esquerda: Correlagdo entre a concentracdo de neurbnios c-fos
positivos no PMd e concentragdo de neurbnios c-fos positivos no VMHdm (R=0.45, p=0.105).
Correlacao superior direita: Correlagdo entre a concentracao de neurbnios c-fos positivos no PMd
e concentra¢do de neurbnios no VMHc(Comportamentos ndo agressivos) (R=0.75,p=0.002).
Correlacéo inferior esquerda: Correlagdo entre a concentragdo de neurénios c-fos positivos no
PMd e concentragdo de neurbnios c-fos positivos no VMHvl (R=0.75,p=0.002).
Correlacéo inferior direita: Correlacéo entre a concentracdo de neurénios c-fos positivos no PMd

e percentual de ataques diretos realizados pelo dominante(R=0.53,p=0.051).
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Figura 33: Correlacd@o superior esquerda: Correlagdo entre a concentracdo de neurbnios c-fos
positivos no PMd e percentual de ameacas de ataque realizadas pelo dominante (R=0.46,
p=0.101).

Correlacao superior direita: Correlagcdo entre a concentracao de neurbnios c-fos positivos no PMd
e mordidas realizadas pelo dominante (R=0.71,p=0.005).
Correlacéo inferior esquerda: Correlagdo entre a concentragdo de neurénios c-fos positivos no
PMd e percentual de congelamento realizado pelo intruso (R=0.8,p=0.001).
Correlacéo inferior direita: Correlacéo entre a concentracdo de neurénios c-fos positivos no PMd

e percentual de fuga realizado pelo intruso(R=0.52,p=0.054).
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Figura 34: Correlacd@o superior esquerda: Correlagdo entre a concentracdo de neurbnios c-fos
positivos no PMd e percentual de defesa passiva realizado pelo intruso (R=0.74, p=0.002).
Correlacao superior direita: Correlagcdo entre a concentracao de neurbnios c-fos positivos ho PMd
e percentual de defesa ativa realizado pelo intruso (R=0.51,p=0.0062).
Correlacéo inferior esquerda: Correlagdo entre a concentragdo de neurénios c-fos positivos no
PMd e quantidade frames onde ndo houve movimentacdo do intruso (R=0.63,p=0.015).
Correlacéo inferior direita: Correlacéo entre a concentracdo de neurénios c-fos positivos no PMd

e quantidade de frames onde houve movimentacéo maior do que 5mm(R=0.61,p=0.021).
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Figura 35: Correlacdo superior esquerda: Correlagdo entre a concentracdo de neurbnios c-fos
positivos no PMd e quantidade de frames onde ndo houve movimentacao do dominante (R=0.05,
p=0.86).

Correlacao superior direita: Correlagcdo entre a concentracao de neurbnios c-fos positivos no PMd
e quantidade de frames onde houve movimentacdo maior que 5mm pelo dominante
(R=0.6,p=0.023).

Correlacéo inferior esquerda: Correlagdo entre a concentragcdo de neurénios c-fos positivos no
PMd e percentual de Up-Right realizado pelo intruso(R=0.31,p=0.284).
Correlacao inferior direita: Correlagé@o entre a concentracao de neurbnios c-fos positivos no PMd

e percentual de crouch-sniff realizado pelo intruso(R=-0.11,p=0.717).
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Figura 36: Correlacdo superior esquerda: Correlagdo entre a concentracdo de neurbnios c-fos
positivos no PMd e percentual de on the back realizado pelo intruso (R=0.01, p=0.98).
Correlacao superior direita: Correlagdo entre a concentracao de neurbnios c-fos positivos no PMd
e mordidas realizadas pelo intruso(R=-0.36,p=0.209).
Correlacéo inferior esquerda: Correlagdo entre a concentragdo de neurénios c-fos positivos no
PMd e percentual de cheirar o] dominate (R=-0.67,p=0.008).
Correlacéo inferior direita: Correlacéo entre a concentragcdo de neurénios c-fos positivos no PMd

e percentual de rearing realizado intruso(R=-0.14,p=0.632).
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Figura 37: Correlagé@o superior esquerda: Correlagéo entre a concentragdo de neurdnios c-fos

positivos no PMd e percentual de outros comportamentos realizados pelo dominante (R=-0.63,

p=0.016).
Correlacao superior direita: Correlagcdo entre a concentracao de neurbnios c-fos positivos no PMd
e ambulacéo realizada pelo intruso(R=-0.73,p=0.003).

Correlacéo inferior esquerda: Correlac@o entre a concentragdo de neurbnios c-fos positivos no
PMd e percentual de Grooming realizado pelo intruso (R=-0.79,p=0.001).
Correlacéo inferior direita: Correlacdo entre a concentracdo de neurdnios c-fos positivos no

VMHdm e concentracdo de neurdnios c-fos positivos no VMHc(R=0.7,p=0.005).
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Figura 38: Correlacd@o superior esquerda: Correlagdo entre a concentracdo de neurbnios c-fos
positivos no VMHdm e concentracdo de neurdnios c-fos positivos no VMHVI(R=0.2, p=0.493).
Correlacao superior direita: Correlagdo entre a concentracdo de neurdnios c-fos positivos no
VMHdm e percentual de Ataques diretos realizados pelo Dominante(R=0.3,p=0.305).
Correlacéo inferior esquerda: Correlagdo entre a concentragcdo de neurénios c-fos positivos no
VMHdm e percentual de ameacas de ataque do dominante (R=-0.02,p=0.946).
Correlacéo inferior direita: Correlacdo entre a concentracdo de neurdnios c-fos positivos no

VMHdm e mordidas realizadas realizadas pelo dominante(R=0.62,p=0.017).
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Figura 39: Correlacd@o superior esquerda: Correlagdo entre a concentracdo de neurbnios c-fos
positivos no VMHdm e percentual de congelamento realizado pelo intruso (R=0.17, p=0.572).
Correlacao superior direita: Correlagdo entre a concentracdo de neurdnios c-fos positivos no
VMHdm e percentual de Fuga realizada pelo Intruso(R=0.41,p=0.142).
Correlacéo inferior esquerda: Correlagdo entre a concentragdo de neurénios c-fos positivos no
VMHdm e percentual de defesa passiva realizada pelo Intruso (R=0.04,p=0.883).
Correlacéo inferior direita: Correlacdo entre a concentracdo de neurdnios c-fos positivos no

VMHdm e percentual de defesa ativa realizada pelo intruso(R=0.14,p=0.63).
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Figura 40: Correlacdo superior esquerda: Correlagdo entre a concentracdo de neurbnios c-fos
positivos no VMHdm e quantidade de frames onde ndo houve movimentagdo do intruso (R=-
0.01, p=0.983).
Correlacao superior direita: Correlagdo entre a concentracdo de neurdnios c-fos positivos no
VMHdm e quantidade de frames onde houve movimentacdo maior que 5mm pelo intruso
(R=0.42,p=0.138).

Correlacéo inferior esquerda: Correlagdo entre a concentragcdo de neurénios c-fos positivos no
VMHdm e quantidade de frames onde n&o houve movimentacdo do dominante(R=-0.16,
p=0.575).

Correlacao inferior direita: Correlacdo entre a concentracdo de neurdnios c-fos positivos no
VMHdm e quantidade de frames com movimentacdo maior que 5mm pelo dominante(R=-
0.09,p=0.753).
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Figura 41: Correlagé@o superior esquerda: Correlagéo entre a concentragdo de neurdnios c-fos
positivos no VMHdm e Up-Right realizado pelo intruso (R=-0.33, p=0.252).
Correlacao superior direita: Correlagdo entre a concentracdo de neurdnios c-fos positivos no
VMHdm e percentual crouch-sniff realizado pelo intruso (R=-0.54,p=0.045).
Correlacéo inferior esquerda: Correlagdo entre a concentragdo de neurénios c-fos positivos no
VMHdm e On the back realizado pelo Intruso(R=-0.13, p=0.67).
Correlacéo inferior direita: Correlacdo entre a concentracdo de neurdnios c-fos positivos no

VMHdm e quantidade de mordidas realizadas pelo intruso(R=-0.37,p=0.19).



98

VMHdm-Neurénios FOS+/mm? VMHdm-Neurdnios FOS+/mm?2
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
o R=-0.04,p=0.879 | | R=0.0,p=0.999 o

4 15
o o
c 2
€3 <
& o e
£ 9 ()
o 4
21 ° B 52

—o o 0 ©o0 <

0 OO ® O o o o)

o R=-0.18,p=0.533 o® R=-0.08,p=0.795 60

80
%o 40

8 o9
60 (o]
(o] 00
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
VMHdm-Neurénios FOS+/mm? VMHdm-Neurdnios FOS+/mm?2

(0]

(%)Outros Comportamentos do Dominante
~
(e]
&
(¢}
o]
(o]
(o]
N
o
(%)Ambulagéo Intruso

Figura 42: Correlagé@o superior esquerda: Correlagéo entre a concentragdo de neurdnios c-fos
positivos no VMHdm e percentual do tempo cheirando o dominante(R=-0.04, p=0.879).
Correlacao superior direita: Correlagdo entre a concentracdo de neurdnios c-fos positivos no
VMHdm e percentual crouch-sniff realizado pelo intruso (R=-0.54,p=0.045).
Correlacéo inferior esquerda: Correlacé@o entre a concentracdo de neurbnios c-fos positivos no
VMHdm e percentual de outros comportamentos realizados pelo dominante(R=-0.18, p=0.533).
Correlacéo inferior direita: Correlacdo entre a concentracdo de neurdnios c-fos positivos no

VMHdm e percentual de ambulacéo realizado pelo intruso(R=-0.08,p=0.795).
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Figura 43: Correlacdo superior esquerda: Correlagdo entre a concentracdo de neurbnios c-fos
positivos no VMHdm e percentual do tempo realizando Grooming pelo intruso(R=-0.22, p=0.452).
Correlacao superior direita: Correlagdo entre a concentracdo de neurdnios c-fos positivos no
VMHc e concentracdo de neurbnios c-fos positivos no VMHvl (R=-0.54,p=0.045).
Correlacéo inferior esquerda: Correlagdo entre a concentragdo de neurénios c-fos positivos no
VMHc e percentual de ataques diretos realizados pelo dominante(R=0.57, p=0.032).
Correlacéo inferior direita: Correlacdo entre a concentracdo de neurdnios c-fos positivos no

VMHCc e percentual de ameaca de ataque realizado pelo dominante(R=0.17,p=0.562).
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Figura 44: Correlagé@o superior esquerda: Correlagéo entre a concentragdo de neurdnios c-fos
positivos no VMHc e mordidas realizadas pelo dominante(R=-0.83, p=< 0.001).
Correlacao superior direita: Correlagdo entre a concentracdo de neurdnios c-fos positivos no
VMHc e percentual de congelamento realizado pelo intruso (R=0.63,p=0.016).
Correlacéo inferior esquerda: Correlagdo entre a concentragdo de neurénios c-fos positivos no
VMHc e percentual de fuga realizado pelo intruso(R=0.62, p=0.019).
Correlacéo inferior direita: Correlacdo entre a concentracdo de neurdnios c-fos positivos no

VMHCc e percentual de defesa passiva realizado pelo intruso(R=0.53,p=0.019).
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Figura 45: Correlacdo superior esquerda: Correlagdo entre a concentracdo de neurbnios c-fos
positivos no VMHc e percentual do tempo realizando defesa ativa pelo intruso(R=0.5, p=0.09).
Correlacao superior direita: Correlagdo entre a concentracdo de neurdnios c-fos positivos no
VMHc e quantidade de frames onde ndo houve movimenta¢do do intruso (R=0.45,p=0.108).
Correlacéo inferior esquerda: Correlagdo entre a concentragdo de neurénios c-fos positivos no
VMHc e quantidade de frames onde o deslocamento do intruso foi maior que 5 mm(R=0.7,
p=0.005).

Correlacéo inferior direita: Correlacdo entre a concentracdo de neurdnios c-fos positivos no
VMHc e quantidade de frames onde n&o houve movimentacdo do dominante
(R=0.14,p=0.629).
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Figura 46: Correlagé@o superior esquerda: Correlagéo entre a concentragdo de neurdnios c-fos

positivos no VMHc e quantidade de frames onde a movimentagdo do dominante foi maior que

5mm(R=0.45, p=0.103).
Correlacao superior direita: Correlagdo entre a concentracdo de neur6nios c-fos positivos no
VMHc e percentual de Up-Right do intruso(R=0.06p=0.828).

Correlacéo inferior esquerda: Correlagdo entre a concentragdo de neurénios c-fos positivos no
VMHc e percentual de Crouch-sniff realizado pelo intruso(R=-0.31, p=0.275).
Correlacéo inferior direita: Correlacdo entre a concentracdo de neurdnios c-fos positivos no
VMHCc e percentual de On the back realizado pelo intruso(R=0.15,p=0.618).
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Figura 47: Correlagé@o superior esquerda: Correlagéo entre a concentragédo de neurdnios c-fos
positvos no VMHc e mordidas realizadas pelo intruso(R=-0.23, p=0.427).
Correlacao superior direita: Correlagdo entre a concentracdo de neurdnios c-fos positivos no
VMHc e percentual do tempo cheirando o] dominante(R=-0.43,p=0.122).
Correlacéo inferior esquerda: Correlagdo entre a concentragdo de neurénios c-fos positivos no
VMHc e percentual do tempo realizando rearing realizado pelo intruso(R=-0.29, p=0.319).
Correlacéo inferior direita: Correlacdo entre a concentracdo de neurdnios c-fos positivos no
VMHc e Outros comportamentos (ndo agressivos) realizados pelo dominante(R=-
0.49,p=0.078).
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Figura 48: Correlacdo superior esquerda: Correlagdo entre a concentracdo de neurbnios c-fos
positivos no VMHc e percentual de ambulacdo realizado pelo intruso(R=-0.53, p=0.049).
Correlacao superior direita: Correlagdo entre a concentracdo de neurdnios c-fos positivos no
VMHc e percentual do tempo relizando Grooming pelo intruso(R=-0.62,p=0.017).
Correlacéo inferior esquerda: Correlagdo entre a concentragdo de neurénios c-fos positivos no
VMHvI e percentual do tempo realizado ataques diretos pelo dominante(R=0.57, p=0.035).
Correlacéo inferior direita: Correlacdo entre a concentracdo de neurdnios c-fos positivos no

VMHvI e percentual de ameaca de ataque realizado pelo dominante(R=0.31,p=0.279).
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Figura 49: Correlacd@o superior esquerda: Correlagdo entre a concentracdo de neurbnios c-fos
positivos no VMHvl e quantidade mordidas realizadas pelo dominante(R=0.5, p=0.06).
Correlacao superior direita: Correlagdo entre a concentracdo de neurdnios c-fos positivos no
VMHc e percentual do tempo realizando congelamento pelo intruso(R=0.68,p=0.007).
Correlacéo inferior esquerda: Correlagdo entre a concentragdo de neurénios c-fos positivos no
VMHvl e percentual do tempo realizado fuga pelo intruso(R=0.36, p=0.208).
Correlacéo inferior direita: Correlacdo entre a concentracdo de neurdnios c-fos positivos no
VMHUVI e percentual de defesa ativa realizada pelo Intruso(R=0.65,p=0.012).
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Figura 50: Correlacd@o superior esquerda: Correlagdo entre a concentracdo de neurbnios c-fos
positivos no VMHVI e percentual do tempo realizado defesa ativa pelo intruso(R=0.45, p=0.107).
Correlacao superior direita: Correlagdo entre a concentracdo de neurdnios c-fos positivos no
VMHvl e quantidade de frames sem deslocamento do intruso(R=0.52,p=0.059).
Correlacéo inferior esquerda: Correlagdo entre a concentragdo de neurénios c-fos positivos no
VMHvI e quantidade de frames onde a movimentacdo do intruso foi maior que 5mm (R=0.63,
p=0.017).

Correlacéo inferior direita: Correlacdo entre a concentracdo de neurbnios c-fos positivos no
VMHvl e quantidade de frames onde n&o houve movimentacdo do
domiante(R=0.5,p=0.067).
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Figura 51: Correlacd@o superior esquerda: Correlagdo entre a concentracdo de neurbnios c-fos
positivos no VMHvI e quantidade de frames onde a movimentagdo do dominante foi maior que
5mm(R=0.8, p=0.001).
Correlacao superior direita: Correlagdo entre a concentracdo de neur6nios c-fos positivos no
VMHvl e percentual do tempo realizado Up-right pelo intruso(R=0.4,p=0.151).
Correlacéo inferior esquerda: Correlagdo entre a concentragdo de neurénios c-fos positivos no
VMHvI e percentual de crouch-sniff realizado peo intruso(R=0, p=1).
Correlacéo inferior direita: Correlacdo entre a concentracdo de neurdnios c-fos positivos no

VMHvI e percentual do tempo realizando On the back pelo intruso(R=0.53,p=0.052).
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Figura 52: Correlacd@o superior esquerda: Correlagdo entre a concentracdo de neurbnios c-fos
positivos no VMHvl e quantidade mordidas realizadas pelo intruso(R=-0.22, p=0.44).
Correlacao superior direita: Correlagdo entre a concentracdo de neurdnios c-fos positivos no
VMHvI e percentual do tempo cheirando o] dominante(R=-0.6,p=0.022).
Correlacéo inferior esquerda: Correlagdo entre a concentragdo de neurénios c-fos positivos no
VMHvlI e percentual de rearing realizado pelo intruso(R=-0.08, p=0.798).
Correlacéo inferior direita: Correlacdo entre a concentracdo de neurdnios c-fos positivos no
VMHvI e percentual do tempo realizando outros comportamenteos(ndo agressivos) pelo
dominante(R=-0.59,p=0.028).
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Figura 53: Correlacd@o superior esquerda: Correlagdo entre a concentracdo de neurbnios c-fos
positivos no VMHvI e percentual do tempo realizado pelo intruso de ambula¢do(R=-0.66,
p=0.011).

Correlacao superior direita: Correlagdo entre a concentracdo de neurdnios c-fos positivos no
VMHvl e percentual do tempo realizado Grooming pelo intruso(R=-0.75,p=0.002).
Correlacéo inferior esquerda: Correlagdo entre a concentragdo de neurénios c-fos positivos no
VMHuvI e percentual do tempo realizando ataques diretos pelo Dominante(R=0.26, p=0.367).
Correlacéo inferior direita: Correlacéo entre o percentual de tempo realizando ataques diretos

pelo dominante e quantidade de mordidas realizadas pelo dominante(R=0.84,p=< 0.001).
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Figura 54: Correlacdo superior esquerda: Correlacdo entre o percentual de tempo realizando
ataques diretos pelo dominante e percentual do tempo realizando congelamento pelo intruso
(R=0.6, p=0.024).
Correlacao superior direita: Correlagéo entre o percentual de tempo realizando ataques diretos
pelo dominante e percentual de fuga realizado intruso(R=0.9,p=< 0.001).
Correlacéo inferior esquerda: Correlacéo entre o percentual de tempo realizando ataques diretos
pelo dominante e percentual de defesa passiva realizada pelo intruso(R=0.63, p=0.015).
Correlacéo inferior direita: Correlacdo entre o percentual de tempo realizando ataques diretos

pelo dominante e percentual de defesa ativa realizado intruso(R=0.91,p=< 0.001).
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Figura 55: Correlacdo superior esquerda: Correlacdo entre o percentual de tempo realizando
ataques diretos pelo dominante e quantidade de frames onde ndo houve movimentacdo do
intruso(R=0.58, p=0.029).
Correlacao superior direita: Correlagéo entre o percentual de tempo realizando ataques diretos
pelo dominante e quantidade de frames onde a movimentacdo do intruso foi maior que
5mm(R=0.93,p=< 0.001).
Correlacéo inferior esquerda: Correlacéo entre o percentual de tempo realizando ataques diretos
pelo dominante e quantidade de frames onde ndo houve movimentacdo do dominante(R=0.27,
p=0.342).

Correlacao inferior direita: Correlagcdo entre o percentual de tempo realizando ataques diretos
pelo dominante e quantidade de frames onde houve movimentagcdo maior que 5m do
dominante(R=0.77,p=0.001).
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Figura 56: Correlacdo superior esquerda: Correlacdo entre o percentual de tempo realizando
ataques diretos pelo dominante e percentual do tempo em Up-Right do intruso(R=0.38, p=0.183).
Correlacao superior direita: Correlagéo entre o percentual de tempo realizando ataques diretos
pelo dominante e percentual do tempo em Crouch-sniff do intruso(R=0.35,p=0.214).
Correlacéo inferior esquerda: Correlacéo entre o percentual de tempo realizando ataques diretos
pelo dominante e percentual On the back realizado pelo intruso (R=0.32, p=0.264).
Correlacéo inferior direita: Correlacdo entre o percentual de tempo realizando ataques diretos

pelo dominante e quantidade de mordidas feitas pelo intruso(R=0.0,p=0.994).
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Figura 57: Correlacdo superior esquerda: Correlacdo entre o percentual de tempo realizando
ataques diretos pelo dominante e percentual do tempo cheirando o dominante(R=-0.59,
p=0.026).

Correlacdo superior direita: Correlagéo entre o percentual de tempo realizando ataques diretos
pelo dominante e percentual do tempo em que o intruso realizou Rearing(R=-0.37,p=0.195).
Correlacéo inferior esquerda: Correlagéo entre o percentual de tempo realizando ataques diretos
pelo dominante e percentual do tempo em que o dominante realiza outros (ndo agressivos)
comportamentos(R=0.32, p=0.264).
Correlacao inferior direita: Correlacdo entre o percentual de tempo realizando ataques diretos

pelo dominante percentual em ambulacéo realizado pelo intruso(R=-0.74,p=0.002).
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Figura 58: Correlacdo superior esquerda: Correlacdo entre o percentual de tempo realizando
ataques diretos pelo dominante e percentual do tempo em Grooming pelo intruso(R=-0.39,
p=0.167).

Correlacao superior direita: Correlagdo entre o percentual de tempo realizando ameagas de
ataque pelo dominante e mordidas realizadas pelo dominante(R=0.2,p=0.484).
Correlacéo inferior esquerda: Correlagédo entre o percentual de tempo realizando ameacas de
ataque pelo dominante e percentual do tempo em congelamento realizado pelo intruso (R=0.56,
p=0.037).

Correlacao inferior direita: Correlagdo entre o percentual de tempo realizando ameacgas de

ataque pelo dominante e percentual em fuga realizado pelo Intruso(R=0.35,p=0.217).
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Figura 59: Correlac@o superior esquerda: Correlacdo entre o percentual de tempo realizando
ameacas de ataque pelo dominante e percentual de defesa passiva realizada pelo
intruso(R=0.58, p=0.028).
Correlacao superior direita: Correlacdo entre o percentual de tempo realizando ameacas de
ataque pelo dominante e percentual do tempo realizando defesa ativa pelo
intruso(R=0.38,p=0.182).

Correlacéo inferior esquerda: Correlagédo entre o percentual de tempo realizando ameacas de
ataque pelo dominante e quantidade de frames onde ndo houve movimentacdo do intruso
(R=0.68, p=0.008).
Correlacao inferior direita: Correlagdo entre o percentual de tempo realizando ameacgas de
ataque pelo dominante e quantidade de frames onde a movimentac¢ao do intruso foi maior do que
5mm (R=0.19,p=0.519).
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Figura 60: Correlacdo superior esquerda: Correlacdo entre o percentual de tempo realizando
ameacas de atague pelo dominante e quantidade de frames onde ndo houve movimentagéo do
dominante (R=-0.33, p=0.255).
Correlacdo superior direita: Correlacdo entre o percentual de tempo realizando ameacgas de
ataque pelo dominante e quantidade de frames onde houve movimentac&do maior que 5 mm do
dominante (R=0.37,p=0.194).
Correlacéo inferior esquerda: Correlagédo entre o percentual de tempo realizando ameacas de
ataque pelo dominante e percentual de Up-right realizado pelo intruso (R=0.25, p=0.393).
Correlacao inferior direita: Correlagdo entre o percentual de tempo realizando ameacgas de
ataque pelo dominante e percentual de Crouch-sniff realizado pelo intruso

(R=0.27,p=0.355).
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Figura 61: Correlacdo superior esquerda: Correlacdo entre o percentual de tempo realizando
ameacas de ataque pelo dominante e percentual do tempo realizando On the back pelo
intruso(R=-0.35, p=0.221).
Correlacdo superior direita: Correlacdo entre o percentual de tempo realizando ameagas de
ataque pelo dominante e mordidas realizadas pelo intruso(R=-0.08,p=0.773).
Correlacéo inferior esquerda: Correlagédo entre o percentual de tempo realizando ameacas de
ataque pelo dominante e percentual do tempo cheirando o intruso(R=-0.54, p=0.046).
Correlacao inferior direita: Correlagdo entre o percentual de tempo realizando ameacgas de
ataque pelo dominante e percentual do tempo em Rearing realizado pelo intruso
(R=0.09,p=0.761).
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Figura 62: Correlacdo superior esquerda: Correlacdo entre o percentual de tempo realizando
ameacas de ataque pelo dominante e percentual do tempo realizando outros comportamentos
(n&o agressivos) pelo dominante(R=-0.73, p=0.003).
Correlacdo superior direita: Correlacdo entre o percentual de tempo realizando ameagas de
ataque e percentual do tempo em ambulacdo realizado pelo intruso(R=-0.61,p=0.02).
Correlacéo inferior esquerda: Correlagédo entre o percentual de tempo realizando ameacas de
ataque pelo dominante e percentual do tempo realizado Grooming pelo intruso(R=-0.37,
p=0.191).

Correlacao inferior direita: Correlagé@o entre mordidas realizadas pelo dominante e percentual do

tempo em congelamento realizado pelo intruso (R=0.64,p=0.013).
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Figura 63: Correlagdo superior esquerda: Correlagdo entre mordidas realizadas pelo dominante
e percentual do tempo em fuga realizado pelo intruso (R=0.9, p=< 0.001).
Correlacao superior direita: Correlacado entre mordidas realizadas pelo dominante e percentual
do tempo realizado em defesa passiva pelo intruso(R=0.61,p=0.021).
Correlacéo inferior esquerda: Correlacéo entre mordidas realizadas pelo dominante e percentual
do tempo realizando defesa ativa pelo intruso(R=0.77, p=0.001).
Correlacéo inferior direita: Correlacdo entre mordidas realizadas pelo dominante e quantidade

de frames sem movimentacao realizada pelo intruso (R=0.54,p=0.044).
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Figura 64: Correlagdo superior esquerda: Correlacdo entre mordidas realizadas pelo dominante
e quantidade de frames onde o deslocamento do intruso foi maior que 5mm (R=0.85, p=< 0.001).
Correlacao superior direita: Correlacdo entre mordidas realizadas pelo dominante e quantidade
de frames onde ndo houve movimentacdo do dominante(R=0.08,p=0.791).
Correlacéo inferior esquerda: Correlacdo entre mordidas realizadas pelo dominante e quantidade
de frames onde a movimentacdo do dominante foi maior do que 5mm(R=0.52, p=0.059).
Correlacéo inferior direita: Correlacéo entre mordidas realizadas pelo dominante e percentual do

tempo realizado em up-right pelo intruso(R=0.1,p=0.736).
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Figura 65: Correlagdo superior esquerda: Correlacdo entre mordidas realizadas pelo dominante
e percentual de  Crouch-sniff realizado pelo Intruso (R=0.02, p=0.934).
Correlagao superior direita: Correlagdo entre mordidas realizadas pelo dominante e On the back
realizado pelo intruso(R=0.1,p=0.731).
Correlacéo inferior esquerda: Correlacéo entre mordidas realizadas pelo dominante e percentual
do tempo mordendo 0 dominante(R=-0.07, p=0.799).
Correlacéo inferior direita: Correlacdo entre mordidas realizadas pelo dominante e percentual do

tempo cheirando o dominante(R=-0.5,p=0.071).
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Figura 66: Correlagdo superior esquerda: Correlacdo entre mordidas realizadas pelo dominante
e percentual do tempo em Rearing realizado pelo Intruso (R=-0.41, p=0.147).
Correlagdo superior direita: Correlagdo entre mordidas realizadas pelo dominante e outros
comportamentos (ndo  agressivos) realizados pelo dominante (R=-0.7,p=0.006).
Correlacéo inferior esquerda: Correlacéo entre mordidas realizadas pelo dominante e percentual
do tempo em ambulagdo realizado pelo dominante (R=-0.67, p=0.009).
Correlacéo inferior direita: Correlacéo entre mordidas realizadas pelo dominante e percentual do

tempo em Grooming realizado pelo intruso(R=-0.46,p=0.094).
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Figura 67: Correlacdo superior esquerda: Correlagdo entre percentual do tempo gasto em
congelamento pelo intruso e percentual gasto em fuga (R=0.67, p=0.009).
Correlacao superior direita: Correlacéo entre percentual do tempo gasto em congelamento pelo
intruso e percentual gasto em defesa passiva (R=0.98,p=< 0.001).
Correlacéo inferior esquerda: Correlacéo entre percentual do tempo gasto em congelamento pelo
intruso e percentual gasto em defesa ativa (R=0.67, p=0.009).
Correlacéo inferior direita: Correlagédo entre percentual do tempo gasto em congelamento pelo

intruso e quantidade de frames sem movimentacéo do intruso (R=0.94,p=< 0.001).
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Figura 68: Correlacdo superior esquerda: Correlagdo entre percentual do tempo gasto em
congelamento pelo intruso e quantidade de frames onde a movimentac&o do intruso foi maior
que 5mm (R=0.63, p=0.017).
Correlacao superior direita: Correlacdo entre percentual do tempo gasto em congelamento pelo
intruso e quantidade de frames onde ndo houve movimentacdo do dominante (R=0.04,p=0.889).
Correlacéo inferior esquerda: Correlacéo entre percentual do tempo gasto em congelamento pelo
intruso quantidade de frames onde a movimentacdo do dominante foi maior que 5mm (R=0.72,
p=0.003).

Correlacao inferior direita: Correlagdo entre percentual do tempo gasto em congelamento pelo

intruso e percentual do tempo gasto em Up-right(R=0.32,p=0.269).
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Figura 69: Correlacdo superior esquerda: Correlagdo entre percentual do tempo gasto em
congelamento pelo intruso e percentual do tempo gasto em Crouch-sniff (R=0.16, p=0.588).
Correlacao superior direita: Correlacdo entre percentual do tempo gasto em congelamento pelo
intruso e percentual gasto em On the back(R=0.12,p=0.684).
Correlacéo inferior esquerda: Correlacéo entre percentual do tempo gasto em congelamento pelo
intruso e quantidade de mordidas realizadas pelo intruso (R=0, p=0.98).
Correlacéo inferior direita: Correlacéo entre percentual do tempo gasto em congelamento pelo

intruso e percentual do tempo cheirando o dominante(R=-0.73,p=0.003).
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Figura 70: Correlacdo superior esquerda: Correlagdo entre percentual do tempo gasto em
congelamento pelo intruso e percentual do tempo gasto em Rearing (R=-0.45, p=0.103).
Correlacao superior direita: Correlacéo entre percentual do tempo gasto em congelamento pelo
intruso e outros comportamentos (néo agressivos) realizados pelo dominante(R=-0.72, p=0.003).
Correlacéo inferior esquerda: Correlacéo entre percentual do tempo gasto em congelamento pelo
intruso e percentual do tempo em ambulacéo realizado pelo intruso (R=-0.934, p=< 0.001).
Correlacéo inferior direita: Correlagé@o entre percentual do tempo gasto em congelamento pelo

intruso e percentual do tempo gasto em Grooming(R=-0.66,p=0.011).
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Figura 71: Correlacdo superior esquerda: Correlagédo entre percentual do tempo gasto em fuga
pelo intruso e percentual do tempo gasto em defesa passiva (R=-0.68, p=0.008).
Correlacao superior direita: Correlacdo entre percentual do tempo gasto em fuga pelo intruso e
percentual do tempo gasto em defesa  ativa  (R=-0.9, p=<  0.001).
Correlacéo inferior esquerda: Correlacéo entre percentual do tempo gasto em fuga pelo intruso
e quantidade de frames onde n&o houve movimentacdo do intruso(R=0.68, p=0.007).
Correlacéo inferior direita: Correlacé@o entre percentual do tempo gasto em fuga pelo intruso e

quantidade de frames onde houve movimentacdo maior que 5 mm(R=0.85,p=< 0.001).



128

(%)Fuga Intruso (%)Fuga Intruso
5 10 15 20 5 10 15 20
g o° R=-0.01,0=0.961 | | R=0.59,p=0.027 |O g
£ 3000 2
= 1500 g
o e}
] (o] [o) ()
€ 2500 8 £
% 1000 L%
) ) )
@200 O o 3
E @ ° o o o 500 £
o o o
“ 1500 © © -
_ — (o] - = (o]
o 8 (o) (g
D 2
£6 (o] =
:CEIJ / o 8 = 7.5 E
B (o) i
h's (] e
= %o o o S
X 2 =
® fo) ° (o] 25 ¢
o) o °
0 0.0
5 10 15 20 5 10 15 20
(%)Fuga Intruso (%)Fuga Intruso

Figura 72: Correlacédo superior esquerda: Correlagédo entre percentual do tempo gasto em fuga
pelo intruso e quantidade de frames onde ndo houve movimentacdo do dominante(R=-0.01,
p=0.961).

Correlacao superior direita: Correlagdo entre percentual do tempo gasto em fuga pelo intruso e
quantidade de frames onde a movimentacdo do dominante foi maior que 5mm (R=-0.59,

p=0.027).
Correlacéo inferior esquerda: Correlacé@o entre percentual do tempo gasto em fuga pelo intruso
e percentual do tempo gasto em Up-Right(R=0.18, p=0.547).

Correlacao inferior direita: Correlag@o entre percentual do tempo gasto em fuga pelo intruso e

percentual do tempo gasto em crouch-sniff pelo intruso(R=-0.26,p=0.376).
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Figura 73: Correlacéo superior esquerda: Correlagdo entre percentual do tempo gasto em fuga
pelo intruso e percentual do tempo gasto em On the back(R=0.05 p=0.878).
Correlacao superior direita: Correlacdo entre percentual do tempo gasto em fuga pelo intruso e
percentual do tempo gasto mordendo o0 dominante (R=0.04, p=0.891).
Correlacéo inferior esquerda: Correlacé@o entre percentual do tempo gasto em fuga pelo intruso
e percentual do tempo gasto em cheirando o dominante(R=-0.51, p=0.064).
Correlacéo inferior direita: Correlacdo entre percentual do tempo gasto em fuga pelo intruso e

percentual do tempo gasto em Rearing pelo intruso(R=-0.52,p=0.055).
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Figura 74: Correlacdo superior esquerda: Correlagdo entre percentual do tempo gasto em fuga
pelo intruso e percentual do tempo gasto em outros comportamentos (ndo realizados) pelo
dominante(R=-0.82, p=< 0.001).
Correlacao superior direita: Correlacdo entre percentual do tempo gasto em fuga pelo intruso e
percentual do tempo gasto em ambulacdo pelo intruso (R=-0.76, p=0.002).
Correlacéo inferior esquerda: Correlacé@o entre percentual do tempo gasto em fuga pelo intruso
e percentual do tempo gasto em Grooming (R=-0.29, p=0.31).
Correlacéo inferior direita: Correlagcdo entre percentual do tempo gasto em defesa passiva pelo

intruso e percentual gasto em defesa ativa(R=0.69,p=0.006).
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Figura 75: Correlacéo superior esquerda: Correlacdo entre percentual do tempo gasto em defesa
passiva pelo intruso e quantidade de frames onde ndo houve movimentacéo do intruso (R=0.96,
p=< 0.001).
Correlacao superior direita: Correlacéo entre percentual do tempo gasto em defesa passiva pelo
intruso e quantidade de frames onde a movimentag&o do intruso foi maior do que 5mm (R=0.63,
p=0.015).

Correlacéo inferior esquerda: Correlacdo entre percentual do tempo gasto em defesa passiva
pelo intruso e quantidade de frames onde ndo houve movimentacdo do dominante (R=0.1,
p=0.738).

Correlacao inferior direita: Correlacdo entre percentual do tempo gasto em defesa passiva pelo
intruso e quantidade de frames onde a movimentagdo do dominante foi maior do que 5 mm
(R=0.76,p=0.002).
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Figura 76: Correlacéo superior esquerda: Correlacdo entre percentual do tempo gasto em defesa
passiva pelo intruso e percentual do tempo em up-right realizado pelo intruso(R=0.34, p=0,228).
Correlacao superior direita: Correlacéo entre percentual do tempo gasto em defesa passiva pelo
intruso e percentual do tempo em crouch-sniff realizado pelo intruso(R=0.35, p=0.222).
Correlacéo inferior esquerda: Correlacdo entre percentual do tempo gasto em defesa passiva
pelo intruso e percentual do tempo gasto em On the back pelo intruso(R=0.16, p=0.575).
Correlacéo inferior direita: Correlagcéo entre percentual do tempo gasto em defesa passiva pelo

intruso e percentual do tempo mordendo o dominante (R=0.04,p=0.9).
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Figura 77: Correlacéo superior esquerda: Correlacdo entre percentual do tempo gasto em defesa
passiva pelo intruso e percentual do tempo cheirando o intruso(R=-0.79, p=0.001).
Correlacao superior direita: Correlacéo entre percentual do tempo gasto em defesa passiva pelo
intruso e percentual do tempo em gasto em crouch-sniff pelo intruso(R=-0.45, p=0.104).
Correlacéo inferior esquerda: Correlacdo entre percentual do tempo gasto em defesa passiva
pelo intruso e percentual do tempo gasto pelo dominante realizando outros comportamentos(néao
agressivos) (R=-0.76, p=0.002).
Correlacao inferior direita: Correlacdo entre percentual do tempo gasto em defesa passiva pelo

intruso e percentual do tempo gasto em ambulacdo pelo intruso(R=-0.97,p=< 0.001).
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Figura 78: Correlacéo superior esquerda: Correlacdo entre percentual do tempo gasto em defesa
passiva pelo intruso e percentual do tempo gasto em grooming pelo intruso(R=-0.66, p=0.011).
Correlacao superior direita: Correlacdo entre percentual do tempo gasto em defesa ativa pelo
intruso e quantidade de frames onde ndo houve movimentagdo do intruso(R=-0.71, p=0.004).
Correlacéo inferior esquerda: Correlacdo entre percentual do tempo gasto em defesa ativa pelo
intruso e quantidade de frames onde houve movimentacdo maior do que 5mm do intruso
(R=0.84, p=< 0.001).
Correlacéo inferior direita: Correlacéo entre percentual do tempo gasto em defesa ativa pelo
intruso e  quantidade de frames onde ndo houve movimentagdo do

dominante(R=0.05,p=0.853).
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Figura 79: Correlacéo superior esquerda: Correlacdo entre percentual do tempo gasto em defesa
ativa pelo intruso e quantidade de frames onde a movimenta¢éo do dominante foi maior que
5mm(R=-0.79, p=0.001).
Correlacao superior direita: Correlacdo entre percentual do tempo gasto em defesa ativa pelo
intruso e percentual do tempo gasto em Up-Right pelo intruso(R=0.57, p=0.033).
Correlacéo inferior esquerda: Correlacdo entre percentual do tempo gasto em defesa ativa pelo
intruso e percentual do tempo gasto em crouch-sniff pelo intruso(R=0.33, p=0.249).
Correlacéo inferior direita: Correlacéo entre percentual do tempo gasto em defesa ativa pelo

intruso e percentual do tempo gasto em on the back pelo intruso(R=0.08,p=0.799).
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Figura 80: Correlacéo superior esquerda: Correlacdo entre percentual do tempo gasto em defesa
ativa pelo intruso e percentual do tempo gasto realizando mordidas pelo intruso(R=0.03,
p=0.921).

Correlacdo superior direita: Correlacdo entre percentual do tempo gasto em defesa ativa pelo
intruso e percentual do tempo cheirando o dominante(R=-0.53, p=0.051).
Correlacéo inferior esquerda: Correlacdo entre percentual do tempo gasto em defesa ativa pelo
intruso e percentual do tempo gasto em rearing pelo intruso(R=-0.43, p=0.13).
Correlacao inferior direita: Correlacdo entre percentual do tempo gasto em defesa ativa pelo
intruso e percentual do tempo gasto em outros comportamentos (ndo agressivos) pelo
dominante(R=-0.85,p=< 0.001).
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Figura 81: Correlacéo superior esquerda: Correlacdo entre percentual do tempo gasto em defesa
ativa pelo intruso e percentual do tempo gasto em ambulacdo pelo intruso(R=-0.82, p=< 0.001).
Correlacao superior direita: Correlacdo entre percentual do tempo gasto em defesa ativa pelo
intruso e o percentual do tempo gasto em grooming pelo intruso(R=-0.3, p=0.294).
Correlacao inferior esquerda: Correlagéo entre a quantidade de frames onde a movimentacéo do
intruso foi maior do que 5mm e quantidade de frames onde ndo houve movimentacdo do
intruso(R=0.54, p=0.048).
Correlacdo inferior direita: Correlacdo entre quantidade de frames onde n&do houve
movimentacdo do intruso e quantidade de frames onde ndo houve movimentacdo do
dominante(R=-0.11,p=0.701).
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Figura 82: Correlacdo superior esquerda: Correlagdo entre quantidade de frames onde néo
houve movimentacao do intruso e quantidade de frames onde a movimentacao do dominante foi
maior que 5mm(R=0.69, p=0.006).
Correlacdo superior direita: Correlacdo entre quantidade de frames onde n&o houve
movimentacdo do intruso e o percentual de tempo gasto up-right pelo intruso(R=0.36, p=0.21).
Correlacdo inferior esquerda: Correlacdo entre quantidade de frames onde ndo houve
movimentacdo do intruso e percentual do tempo em crouch-sniff pelo intruso(R=0.36, p=0.202).
Correlacdo inferior direita: Correlacdo entre quantidade de frames onde n&do houve
movimentacdo do intruso e percentual do tempo gasto em On the back pelo intruso(R=-
0.01,p=0.975).
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Figura 83: Correlacdo superior esquerda: Correlagdo entre quantidade de frames onde néo
houve movimentacdo do intruso e percentual do tempo gasto realizando mordidas no
dominante(R=0.1, p=0.724).
Correlacdo superior direita: Correlacdo entre quantidade de frames onde n&o houve
movimentacdo do intruso e o percentual de tempo gasto cheirando o dominante (R=-0.72,
p=0.004).

Correlacdo inferior esquerda: Correlacdo entre quantidade de frames onde n&o houve
movimentacdo do intruso e percentual do tempo gasto em rearing pelo intruso(R=-0.47,
p=0.092).

Correlacdo inferior direita: Correlacdo entre quantidade de frames onde ndo houve
movimentacdo do intruso e percentual do tempo gasto em outros comportamentos (ndo

agressivos) pelo dominante(R=-0.77,p=0.001).
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Figura 84: Correlacdo superior esquerda: Correlagdo entre quantidade de frames onde néo
houve movimentacado do intruso e o percentual do tempo gasto em ambulacao pelo
intruso(R=-0.94, p=< 0.001).
Correlacdo superior direita: Correlacdo entre quantidade de frames onde n&do houve
movimentacdo do intruso e o percentual de tempo gasto em grooming pelo intruso (R=-0.5,
p=0.067).

Correlacéo inferior esquerda: Correlagéo entre quantidade de frames onde houve movimentagéo
do intruso foi maior do que 5mm e quantidade de frames onde ndo houve movimentagédo do
dominante(R=-0.36,p=0.201).

Correlacao inferior direita: Correlacdo entre quantidade de frames onde houve movimentagéo do
intruso foi maior do que 5mm e quantidade de frames onde a movimenta¢do do dominante foi
maior do que 5mm (R=0.77,p=0.001).
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Figura 85: Correlacdo superior esquerda: Correlacdo entre quantidade de frames onde a
movimentacao do intruso foi maior do que 5mm e o percentual do tempo gasto em Up-right pelo
intruso (R=0.35, p=0.217).
Correlacdo superior direita: Correlacdo entre quantidade de frames onde a movimentagédo do
intruso foi maior do que 5mm e o percentual do tempo gasto em crouch-sniff pelo intruso (R=0.23,
p=0.438).

Correlacéo inferior esquerda: Correlacdo entre quantidade de frames onde a movimentacdo do
intruso foi maior do que 5mm e percentual do tempo gasto em on the back pelo
intruso(R=0.37,p=0.192).

Correlacao inferior direita: Correlagdo entre quantidade de frames onde a movimentagcdo do
intruso foi maior do que 5mm e percentual do tempo gasto mordendo o dominante(R=-
0.15,p=0.619).
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Figura 86: Correlacdo superior esquerda: Correlacdo entre quantidade de frames onde a
movimentacdo do intruso foi maior do que 5mm e o percentual do tempo gasto cheirando o
intruso(R=-0.65, p=0.011).
Correlacdo superior direita: Correlacdo entre quantidade de frames onde a movimentagéo do
intruso foi maior do que 5mm e o percentual do tempo gasto em rearing pelo intruso (R=-0.29,
p=0.323).

Correlacéo inferior esquerda: Correlacdo entre quantidade de frames onde a movimentacdo do
intruso foi maior do que 5mm e percentual do tempo gasto em outros comportamentos (ndo
agressivos) pelo dominante(R=-0.76,p=0.002).
Correlacao inferior direita: Correlagdo entre quantidade de frames onde a movimentagcdo do
intruso foi maior do que 5mm e percentual do tempo gasto em ambulacdo pelo intruso(R=-
0.73,p=0.003).
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Figura 87: Correlacdo superior esquerda: Correlacdo entre quantidade de frames onde a
movimentacao do intruso foi maior do que 5mm e o percentual do tempo gasto em grooming pelo
intruso(R=-0.57, p=0.033).
Correlacdo superior direita: Correlacdo entre quantidade de frames onde nao houve
movimentacdo do dominante e a quantidade de frames onde a movimentacdo do dominante foi
maior do que 5mm(R=-0.43, p=0.129).
Correlacdo inferior esquerda: Correlacdo entre quantidade de frames onde n&o houve
movimentacdo do dominante e o percentual de tempo gasto em Up-right pelo intruso(R=-
0.16,p=0.592).

Correlacao inferior direita: Correlacdo entre quantidade de frames onde ndo houve
movimentacdo do dominante e percentual do tempo gasto em crouch sniff pelo

intruso(R=0.29,p=0.312).
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Figura 88: Correlacdo superior esquerda: Correlagdo entre quantidade de frames onde néo
houve movimentacdo do dominante e o percentual do tempo gasto em on the back pelo
intruso(R=-0.86, p=< 0.001).
Correlacdo superior direita: Correlacdo entre quantidade de frames onde ndo houve
movimentacdo do dominante e percentual do tempo gasto mordendo o dominante(R=-0.14,
p=0.644).

Correlacdo inferior esquerda: Correlacdo entre quantidade de frames onde n&o houve
movimentacdo do dominante e o percentual do tempo cheirando o dominante(R=-0.22,p=0.46).
Correlacdo inferior direita: Correlacdo entre quantidade de frames onde ndo houve
movimentacdo do dominante e percentual do tempo gasto em rearing pelo intruso(R=-
0.01,p=0.982).
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Figura 89: Correlacdo superior esquerda: Correlagdo entre quantidade de frames onde néo
houve movimentagdo do dominante e o percentual do tempo gasto em outros comportamentos
(n&o agressivos) pelo dominante(R=-0.04, p=0.899).
Correlacdo superior direita: Correlacdo entre quantidade de frames onde ndo houve
movimentacdo do dominante e percentual do tempo gasto em ambulacéo pelo intruso(R=-0.09,
p=0.759).

Correlacdo inferior esquerda: Correlacdo entre quantidade de frames onde n&o houve
movimentacdo do dominante e o percentual do tempo em grooming pelo intruso(R=-
0.37,p=0.198).

Correlacao inferior direita: Correlagdo entre quantidade de frames onde a movimentagdo do
dominante foi maior do que 5mm e percentual do tempo gasto em Up-Right pelo
intruso(R=0.71,p=0.004).
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Figura 90: Correlacdo superior esquerda: Correlacdo entre quantidade de frames onde a
movimentacdo do dominante foi maior que 5mm e o percentual do tempo gasto em crouch-sniff
pelo intruso(R=0.36, p=0.203).
Correlacdo superior direita: Correlacdo entre quantidade de frames onde a movimentagédo do
dominante foi maior do que 5mm e percentual do tempo gasto em on the back pelo
intruso(R=0.43, p=0.127).
Correlacéo inferior esquerda: Correlacdo entre quantidade de frames onde a movimentacdo do
dominante foi maior do que 5mm e o percentual do tempo gasto realizando mordidas no
dominante(R=-0.13,p=0.658).

Correlacao inferior direita: Correlagdo entre quantidade de frames onde a movimentagcdo do
dominante foi maior do que 5mm e percentual do tempo gasto cheirando o dominante(R=-
0.66,p=0.01).



147

Frames D>5mm Dominante Frames D>5mm Dominante %
500 1000 1500 500 1000 1500 _g
° o :
15 9o O
2 8
c 0
= 80 2
[
g o £
8 (0] 70 t
o (o) Q0 a
S E
=~ (o} o o 60 O
o ©o e
3
2 ?
= 5
E 3E
o 40 @
o
& o 2§
g ' &
< 20 fe) %
X o © 2
e o} 00 O 0000 O 0
0
500 1000 1500 500 1000 1500
Frames D>5mm Dominante Frames D>5mm Dominante

Figura 91: Correlacdo superior esquerda: Correlacdo entre quantidade de frames onde a
movimentacdo do dominante foi maior que 5mm e o percentual do tempo gasto em rearing pelo
intruso(R=-0.27, p=0.354).
Correlacdo superior direita: Correlacdo entre quantidade de frames onde a movimentacdo do
dominante foi maior que 5mm e percentual do tempo gasto em outros comportamentos(ndo
agressivos) realizados pelo dominante(R=-0.76, p=0.002).
Correlacéo inferior esquerda: Correlacdo entre quantidade de frames onde a movimentacdo do
dominante foi maior do que 5mm e o percentual do tempo gasto em ambulagéo pelo intruso(R=-
0.83,p=< 0.001).
Correlacao inferior direita: Correlagdo entre quantidade de frames onde a movimentagdo do
dominante foi maior do que 5mm e percentual do tempo gasto em grooming pelo intruso(R=-

0.57,p=0.032).
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Figura 92: Correlagdo superior esquerda: Correlacdo entre percentual do tempo gasto em Up-
right  pelo intruso e  percentual gasto em  Crouch-sniff(R=0.2, p=0.49).
Correlacao superior direita: Correlacdo entre percentual do tempo gasto em Up-right pelo intruso
e percentual do tempo gasto em on the back (R=0.01, p=0.982).
Correlacéo inferior esquerda: Correlagdo entre percentual do tempo gasto em Up-right pelo
intruso e o percentual do tempo gasto mordendo o dominante(R=-0.27,p=0.356).
Correlacéo inferior direita: Correlacdo entre percentual do tempo gasto em Up-right pelo intruso

e percentual do tempo gasto cheirando o dominante(R=-0.3,p=0.301).
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Figura 93: Correlagdo superior esquerda: Correlacdo entre percentual do tempo gasto em Up-
right pelo intruso e percentual gasto em rearing(R=0.03, p=0.931).
Correlacao superior direita: Correlacdo entre percentual do tempo gasto em Up-right pelo intruso
e percentual do tempo gasto em outros comportamentos (ndo agressivos) pelo intruso (R=-0.41,
p=0.141).

Correlacéo inferior esquerda: Correlagdo entre percentual do tempo gasto em Up-right pelo
intruso e o percentual do tempo gasto em ambulacdo pelo intruso(R=-0.46,p=0.097).
Correlacao inferior direita: Correlacéo entre percentual do tempo gasto em Up-right pelo intruso

e percentual do tempo gasto em grooming pelo intruso(R=-0.25,p=0.397).
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Figura 94: Correlacdo superior esquerda: Correlagdo entre percentual do tempo gasto em
Crouch-Sniff pelo intruso e percentual gasto em on the back(R=0.25, p=0.386).
Correlacao superior direita: Correlacéo entre percentual do tempo gasto em Crouch-Sniff pelo
intruso e percentual do tempo gasto mordendo o dominante(R=0.21, p=0.48).
Correlacéo inferior esquerda: Correlacédo entre percentual do tempo gasto em Crouch-Sniff pelo
intruso e o0 percentual do tempo gasto cheirando o dominante(R=-0.49,p=0.073).
Correlacéo inferior direita: Correlagdo entre percentual do tempo gasto em Crouch-Sniff pelo

intruso e percentual do tempo gasto em rearing pelo intruso(R=-0.13,p=0.662).
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Figura 95: Correlacdo superior esquerda: Correlagdo entre percentual do tempo gasto em
Crouch-Sniff pelo intruso e percentual gasto em outros comportamentos (ndo agressivos) pelo
dominante(R=-0.4, p=0.156).
Correlacdo superior direita: Correlacdo entre percentual do tempo gasto em Crouch-Sniff pelo
intruso e percentual do tempo gasto em ambulacdo pelo intruso(R=-0.36, p=0.21).
Correlacéo inferior esquerda: Correlacédo entre percentual do tempo gasto em Crouch-Sniff pelo
intruso e o percentual do tempo gasto em grooming pelo intruso(R=-0.14,p=0.639).
Correlacao inferior direita: Correlagdo entre percentual do tempo gasto em Crouch-Sniff pelo

intruso e percentual do tempo gasto em on the back pelo intruso(R=-0.2,p=0.488).



152

(%)On the back Intruso (%)On the back Intruso
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 0.0 0.5 1.0 1.5 20

R=-0.21,p=0.474 o R=-0.03,p=0.909

o

4

9 15 o
2 2
23 £
© o 10 2
8209 o ©
< o]
Q o QO -
< 1 (o) 5 &
£ 000 8
£

S o ©

G R=-0.05,p=0.856
0 90 8 60 o
o] lo) [72]
° =
2 o0 ° =
5 o 40 .9
£ o o O
o] (o]} o «
706 3
a g © £
IS o] (o} o 20 <
<] O =
O 60 o o s
(2]

= o 8

3 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 0.0 0.5 1.0 1.5 20

D (%)On the back Intruso (%)On the back Intruso

Figura 96: Correlacado superior esquerda: Correlacdo entre percentual do tempo gasto em On the
back pelo intruso e percentual gasto cheirando o dominante (R=-0.21, p=0.474).
Correlacao superior direita: Correlacdo entre percentual do tempo gasto em On the back pelo
intruso e percentual do tempo gasto em rearing pelo intruso(R=-0.03, p=0.909).
Correlacéo inferior esquerda: Correlacdo entre percentual do tempo gasto em On the back pelo
intruso e o percentual do tempo gasto em outros comportamentos (ndo agressivos) pelo
dominante(R=-0.05,p=0.856).

Correlacao inferior direita: Correlagdo entre percentual do tempo gasto em On the back pelo

intruso e percentual do tempo gasto em ambulagdo pelo intruso(R=-0.16,p=0.577).
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Figura 97: Correlaco superior esquerda: Correlacdo entre percentual do tempo gasto em On the
back pelo intruso e percentual gasto em grooming pelo intruso (R=-0.27, p=0.357).
Correlacao superior direita: Correlacdo entre percentual do tempo gasto mordendo o dominante
e percentual do tempo cheirando 0 dominante(R=0.05, p=0.871).
Correlacdo inferior esquerda: Correlacdo entre percentual do tempo gasto mordendo o
dominante e o percentual do tempo gasto em rearing pelo intruso(R=-0.18,p=0.541).
Correlacéo inferior direita: Correlacéo entre percentual do tempo gasto mordendo o dominante e
percentual do tempo gasto em outros comportamentos(ndo agressivos) pelo
dominante(R=0.05,p=0.866).
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Figura 98: Correlacao superior esquerda: Correlagéo entre percentual do tempo gasto mordendo
0o dominante e percentual gasto em ambulacdo pelo intruso (R=-0.03, p=0.919).
Correlacao superior direita: Correlagéo entre percentual do tempo gasto mordendo o dominante
e percentual do tempo gasto em grooming pelo intruso(R=0.3, p=0.302).
Correlacao inferior esquerda: Correlagcéo entre percentual do tempo gasto cheirando o dominante
e o0 percentual do tempo gasto em rearing pelo intruso(R=0.11,p=0.712).
Correlacéo inferior direita: Correlacdo entre percentual do tempo gasto cheirando o dominante e
percentual do tempo gasto em outros comportamentos(ndo agressivos) pelo
dominante(R=0.71,p=0.004).
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Figura 99: Correlacdo superior esquerda: Correlacdo entre percentual do tempo gasto cheirando
0 dominante e percentual gasto em ambulacdo pelo intruso (R=0.77, p=0.001).
Correlacao superior direita: Correlacdo entre percentual do tempo gasto cheirando o dominante
e percentual do tempo gasto em grooming pelo intruso(R=0.86, p=< 0.001).
Correlacéo inferior esquerda: Correlagéo entre percentual do tempo gasto em rearing pelo intruso
e o percentual do tempo gasto em outros comportamentos (ndo agressivos) pelo
dominante(R=0.21,p=0.468).

Correlacao inferior direita: Correlacdo entre percentual do tempo gasto em rearing pelo intruso e

percentual do tempo gasto em ambulagéo pelo intruso(R=0.34,p=0.227).
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Figura 100:Correlacdo superior esquerda: Correlagdo entre percentual do tempo gasto em
rearing pelo intruso e percentual gasto em grooming pelo intruso (R=-0.04, p=0.881).
Correlacdo superior direita: Correlacdo entre percentual do tempo gasto em outros
comportamentos pelo dominante(ndo agressivos) e percentual do tempo gasto em ambulagéo
pelo intruso (R=0.85, p=< 0.001).
Correlacdo inferior esquerda: Correlacdo entre percentual do tempo gasto em outros
comportamentos pelo dominante(ndo agressivos) e o percentual do tempo gasto em grooming
pelo intruso(R=0.21,p=0.468).
Correlacao inferior direita: Correlacéo entre percentual do tempo gasto em grooming pelo intruso

e percentual do tempo gasto em ambulacéo pelo intruso(R=0.6,p=0.023).
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the brain in different specles, which are thought to underlie fusetons
such as cogn idon, emotion, memory, sensat on, and movement (Lanciego
and Wouterlood, 2011; Saleeba et al,, 20149 Sun etal, 2019).

As stated by Salesba ef al. (2019), conventlonal tracers can be stained
by immunohisochemical, inminsic Aluoescence, or conjugation pro-
cesming and visualized by light microscopy for we @ mtmgrade or
anterograde tracers Starting amumd 1970, conventlonal tracers led to a
revlution in mewroanas tomy and an avalanche of data on unknown neural
conmections (Swanson, 2000). Bageally, retrogmade tracers deposited (n
the terminal of newunns are maspoted back to cell bodies (Lanclego
amd Wouterlood, 201135 Saleeba et al, 2019). One example of this classof
tracer Is hydroxystilbamidine (FluoroGokd™), which s consldered as a
“gold-standand ™ tracer (Lanc lego and Wouterlsod, 201 13 Salesha et al,
20149 or “robust synthetle retrograde tracer™ {Tervo of al, 2016) Flso-
roGold™ is taken up into nerve terminals through endocytosk and
transported retrogradely to cell bodies (Saleeba et al., 20149).

Meurotrople wirmses, such as adenp-associaied vinmses (AAVS), are
currently leading to great advancements in neurcscience, not only as
tracers in conmectomics, but ako in imaging newromal activity, pharma-
cogenetics, and optogenetics (Sun et al., 2019). Used as tracers, meun-
trople viruses have advantages compared to conventlonal tracers in terms
of sper ity since conventional tracers tag most of the mewrons that they
have comtact with. Once cell types are defimed by particular gene
expression and other factors, specific cell populations can be targeted
differently by neumtrople virses and transgende approaches with animal
madels. This enables the mandpulation of specific neuronal populations
defined by chemical identity or particular gene expresion, which pro-
vides further understanding of circuits theoughowt the brain (Lo et al,
201 8L

The hypothalamis k& a nepessary structure for survival and co-
ordinates neurcendocrine, autonomic, and behaviom] responses. The
hypothalamic medial nuclel column is involved in defensive behaviors
and Is composed of the medial prespiic nuclews, anterior hypothalamic
nucles (AHN), descending division of the pamventricular mscleus,
ventmmed ial msclews (VMH), adjacent tuberal msclews, dorsal (PMd),
and the ventral premammilary nucles and mammillary body (5w an-
S0, 20000

The perfaqueductal gray marer (PAG) b a mesencephalic structure
that & subdivided in four colimns known as dorsomedial {dmPAG),
dorsolateral (dIPAG), lateral (IPAG) and ventrolateral (Bandler et al,
Z000). Dorsal PAG (dPAG) stands as the unlon of dosomedial and
dorsolateral columns. Both receive inputs from different areas across
enceplalon, as medial prefrontal comex (Franklin et al, 2017), zona
Imcerta (1) (Chow et al, 2018), VMH {Canteras et al, 1994; Lindberg
etal, 2013% Wang e al. 2015, 2019; Carvalho et al, 2020) and Phid
(Canteras and Swanson, 1992 Motta et al., 2009, Wang e al., 2021ab).
The PAG is involved in a wide army of functions, (ncluding defensve
behavors (LeDowe, 2012 Motta e al., 2017). Defensive behaviors are
processed in diferent structures and circuits when executed in response
to a eonspecific aggresor or a predator. When faced by a predator, mt's
defensive behavior & coordinated by the dosomedial portion of VMH
and ventmlateral portion of PMd. Those subdivisions have anterograde
projections to dIPAG and dmPAG activat ing both columns when faced by
a predator On the other hand, while threatened by a conspecific,
ventrolateral portion of VMH and dosomedial portion of PMd activates
dmPAG and IPAG (Motia et al., 2009). Therefore, dmPAG and dIPAG
repeive dense projecthons from both VMH and PMd, known to be related
to defensive behaviors (Canteras and Swanson, 1992 Canteras et al,
1994, 2015; Motta ef al, 2009 Gmss and Canterss 20123 Silva et al,
201 % Lindberg etal, 2013; Wang etal, 2015, 2019, 2021ab; Carvallo
etal, 2020).

The role of hypothalamic projections to dPAG in defensive belsaviors
agalnst predators and conspecifics (Motta et al., 2009, 2017; Grss and
Canterss 2012) 15 consldembly studled However, further detalling of
such clreuits, mainly regarding newral populations morphology amnd
physiolegy, would greatly benefit from the application of properhy

projections to the periaqueductal gray matter.
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functoning neumitmplc vinses. Taling this into account, the present
work examines the ab ity of AAV retrograde tracers to transduce known
afferent conmectons to dPAG. It ako examines whether retmgrade AAV
tracers also work as anterograde tracers.

2 Experimental procedures
21. Andmals

Experiments were done using adult male (S7BEL/6 (n = 30) and
Wghat™F mice {n = &) at approxmately 70-140 days of age at the time of
surgery. Food and water were avallable ad Ibinum to the animals in Ight-
controlled (07:00 AM to 0700 PM) and tempersturecontrolled
(24-26 °C) rooas. The animal howsing and all experimental procedures
wemne aonducted according to the insttutiona] guldsl ines of the Mationsl
Councd] for Animal Experdmentation Control and Animal Ethies Commit-
tee of the Instinneof Blomedical Sclences (CEUA# 975 2090821 ).

22, Remrograde and anterograde macing experiments with FhuomoGold™ or
AAV:

To deposit FluoroGold™ (FG, n = 18, 9 of them were included in the
analyses), C57BL/ animals were anesthetized with lsoforine (lso-
furams, Cristalta, 25-1.5%), and unilatera] lontophoretic deposits of a
2% solution of FuomGold ™ (Flsorechrome Inc., Colo, USA) were placed
sterentaxically into the dPAG (AP = —35.95 mm, ML=0 mm, DV = -235
mim). Deposits were made over 5 min through a glas micropipette (tp
diameter: 24 pm) by applying a +3pA current pubed at 7-second in-
tervals with a constant cursent source { Midgand Flectmondes, Wiood Dale,
L UsA, model C53) In the case of AAV njectons, AAVS-hSyn-
hWChRAHI34RFEYFP-WPRE-PA (anteroAAY, n = B C5TBL/A) AAV
Retro  -EFladouble  fAoxed-BChR2H1 34R)FmChersy-WPRE-HGHpA
(retroAAV-1, n = &, 5 of them were included in the analysis, Velur™F)
and AAV Retro-EflamCherylRES-Cre (retroAAV-2, n = 4, C57BL/®S)
(Addgene) were injected with a microsyringe (Hamilton 0.5 ul) placed
sterentaxically into the dPAG (AP = -3.95 mm, ML =0 mm, DV = -235
mm) sing an autematic pump {Harvard Appamns, pumpll elite),
volume (7-15 nl). The mice wsad to describe mimgrade AAV (WELUT-
OM-V327) and anterograde AAV (WT-DM-VS-7) had infudon volumes
of 7 and 15 nl, respectively.

23 Tisue processing and cdl counting

Alter survival times of 7 days for HuoroGold™ depositsand 30 days or
mare for AAV injections, the animals were deeply anesthetized with
lsnforine and perfised transcardially with saline solution, followed by
4% paraformaldelyde in 0.1 M phosphate buffer at pH 7.4. After the
perfusion, the ence phalon was removed from the skull and left overndght
im asolution of 20% sucrose in 0.1 M phosphate buffer at 4 °C The brains
were then frocen, four sedes of 40-pm-thick sections were cuton aslding
micmiome in the transverse (frontal) plane, and sections were collected
from the cawudal brainstem thmowgh the rostral dp of the peefrontal cormex.
Ome complete seres was proosssed for each animal.

Immun ohistechemistry analyss was pedformed for one seres of an-
Imals that recelved FluomGold™ (FG group) deposits using an an thenmm
dimected againgt FlusroGold™ (Chemicon Intemational, Calif, USA) at a
dilution of 1:10,000. The antlgen-antbody complex was localized witha
variation of the avidin-biotin complex system {ABC) and a commerclally
avallable kit (ABC Elite Kit, Vertor labomtores, Calif, USA). The sections
wemne mounted on gelatin-coated slides, dehydmted, and covered with
DFY. Sections were examined under a bright-fleld micmscope. For
visualtzation of viml retrograde and antercgrade projections, sections
werne mounted on sides and visualized wsing a fMsorescence microscope
(MNikon Eclipse 800). Figures were prepared using Inkscape (1.0.1). For
neursanatomical and Bregma referencing, The Mowse Brain atlas was
wsed {Franklin and Pasdnos 2007).

Figura 102: P4gina 2 da publicacéo Failure of AAV retrograde tracer transduction in hypothalamic
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Retrogradely labeled cells were quantified in PMd, VMH and (g2 for
animals in retroAAV-1, retroAAV-2 and FG groups. ImageJ software
(1.52a) were used to count neuwrons and cakulate area, resulting in
newronal density by mm2. Data processing, visualization and statistical
analyses were done using anaconda platform (conda 4.12.0) for python
programming language (3.8.8) and libraries: pandas (1.2.4), numpy
(1.20.1) matplothb (3.3.4) and scipy (1.6.2). Some groups did not show
normal distribution and groups were analyzed using Mann-Whitney test
(a=0.05).

3. Results

AAV-1

d reraAA V-2 do not

to dPGA, but transduces fro

ypachalamas

Elght cases of FG, 5 cases of retroAAV-1 and 4 cases of retroAAV-2
were wsed to obtain the density of retrograde cells labelled after dPAG
injections. Mgure 1 shows a comparison between a FG case and a
retroAAV-1 case as retrograde tracers deposited (1A) or injected (1E) in
the dPAG (Bregma: —3.88 mm), and shows structures that contain
retrograde labeled cells in PMd (Bregma: —2.54 mm), VMH (Bregma:
—1.7 mm) and Cingulate Cortex Area 2 ((g2, Bregma 0.5mm). Fluo
roGold™ deposits In the case WI-DM-FG-15 (FG group) showed a
representative amount of retrogradely labeled cells in PMd (1B and 2B),

projections to the periaqueductal gray matter.
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VMH (1C and 24), and (g2 (1D). However, VGLUT-DM-V32.7 case
(group retroAAV-1) showed few retrogradely labeled cells in PMd (1F)
and VMH (1G) or none at all Cg2 showed a considerable number of cells
(1H). The comparison shows that FluoroGold™ retrogradely labeled
neurons in VMH, PMd, and (2. retroAAV-1 failed to transduce neurons
in VMH and PMd, but it succeeded in Cg2. Greater magnification of VMH
and PMd retrogradely labeled neurons by FluoroGold™ is shown in
rigume o,

Density of retrogradely labeled cells were assessed in PMd, VMH and
C£2 in FG group compared to retroAAVs group (combining retroAAV-1
and retroAAV-2). Mann-Whimey test showed greater efficiency for
retrograde labeling of Flurogold™ compared 1o retroAAVs in PMd
U =0,p =0.00008] and VMH [Figure 3; U = 0; p =0.0002).

[Figure

1 shows smilar pagem of anerograde lab y compared &

Five cases of retroAAV-1 group were compared to 8 cases of ante
AAV in terms of efferent projections after dPAG Injections. Fgure 4
shows representative cases of retroAAV-1 and anteroAAV in comparison
as anterograde tracess retroAAV-1 and anteroAAV injections (4A and 4E)
show representative amounts of anterograde projections close 1o or
within the subparafascicular thalamic nuclens (4B, 4F, Bregma —2.3
mm), in ZI, Subl, DM, and a region close to those structures (4C, 4G,

Figure 1. Phatamic
]y Flu
AAY

1

dPA
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Figure 2. Ph i h of fromtal o of gradely bbeled FluaroGald positive aelb depasited in dPAG. Rerogradely stuined celk are shown in VMH

(A, Bregmx 1.7 m;;d PMd (B, Bregma: ~2.54 mm).

PMd VMH Cg2
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e ) —=— 0
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Figure3. N 1demsity of retrogradely labeled cells afier dPAG injection of retraA AV (retroAAV-1 and retroAAV-2) ar Fluarogold ™ (FG). Deta expressed as mean
+SDin /mm”. Mazm-Whi y test * = p < 0.05 compared to the Virus group (reto-AAV] and retro-AAV2) in the same structure. Vine (n < 9) and /G
(n = 9).

Bregma: —1.46 mm), and in ZI, AHN, and hypothalamic area (4D, 4H,
Bregma: —1.22 mm). As a result, retroAAV-1 shows a similar pattem to
an anterograde newrotroplc viral tracer. It is important to highlight that
Figures | and 4 show the same animal (VGLUT-DM-V32-7) for retroAAV1
group but different brain areas The retroAAV-2 group did not show
patterns of anterograde projections.

4. Discussion

In cl the last decade has been marked by many diverse
uses of newrotropic vinses. Such tools have been used to trace, manip-
ulate, and note neurons and their physiology, expanding the boundar
of § ledge in ¢l Hi , the wse of neuratroplic vinses
needs attention and may have limitations, paricularly when used to

Aocrrils tactl

neuronal proj
The results presented here indicate the presence of efferent connec-
tions from VMH, PMd, and Cg2 to the dPAG In mice. These projections
were previously described using techniques with Phaseolus vulgaris lew-
coagglutinin, a conventional anterograde tracer In rats (Canteras and

projections to the periaqueductal gray matter.

Swanson, 1992; Canteras et al., 1994; Motta et al, 2009) or using
anterograde neurotropic tracess from hypothalamic nuclei to dPAG (Silva
et al, 2013; Lindberg et al,, 2013; Wang et al 2015, 2019, 2021ab;
Carvalbo et al,, 2020). Nevertheless, mice injected with retroAAV-1 or
retroAAV-2 in dPAG did not present positive cells in VMH and PMd, but
they showed positive cells in (g2, RetroAAV-1 was also able to show a
significant amount of efferent dPAG projections, behaving not only as a
retrograde tracer but ako & an anterograde tracer.

It is important to highlight that injection sites may vary slightly be-
tween cases. Sometimes centralized in dmPAG or dIPAG and never
restricted to one solely column. Both dmPAG and dIPAG receive dense
inputs from PMd and VMH Differences in the injection site would not
explain the difference in our results, especially taking into account that
this variation of injection site also exists in the FG group. When analyzing
anterograde patterns, differences may exist between dmPAG and dIPAG,
but results are focused on their common anterograde projections.

Some hypotheses can explain why hypothalamic neural ecti
to the dPAG fail to be transduced and why cortical neural connections to
the dPAG work well. The main reason could be the technique used to

Figura 104: P4gina 4 da publicagdo Failure of AAV retrograde tracer transduction in hypothalamic



design the AAV. A common technique applied for !he dﬂebplmm of new
viral vectors is directed evolution (K chaffer, 2014; Tervo

tal., 201 6). In this technique, librares ofr\.-\\' variants are generated by
xandum processes that increase diversification, and these varlants are
subjected to selection processes to accumulate beneficial mutations and
improve a desired function (Kon haffer, 201 4).

In the context of engineering new AAVs to study of connectomics and
functionality of the encephalon, directed evolution is done using
described libraries of AAVs that are subjected to diverse processes to
increase diversity. These AAV varants are injected in some structures of
the encephalon, and after the transduction period of the AAV, another
encephalon structure that sends projections to the injected structure is
collected to extract the AAVs for the selection of a new AAV retrograde
tracer (Tervo 2016). This process involves an effect of rand ommness
and selection of successful cases without a deep evaluation on how these
selected AAVs work differently from the past ones.

In nervoussystems, neural populations have considerable differences
in cell rype. These include the cells’ body location, dendritic morphology,
axonal projection, physiological characteristics, developmental history,
gene expression pattem, and function (Luo et al., 2018). Selection of
neurotropic viruses through directed evolution based on a given neural
population dces not guarantee efficiency to all other neural populations
among the great diversity of cell types in the brain. For example, Tervo
et al (2016) used only two independent populations of projections for

iterman

erman and 5S¢

projections to the periaqueductal gray matter.

w
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the selection of new AAV variants in directed evolution from the sub-
stantia nigra pars reticulata and hindbrain neurons to the cerebellar
cortex. They tested the new AAV in areas ranging from the basal pontine
nuclel to layer V in the cortex. Albeit testing the efficiency of the new
AAV varlant in different structures, Tervo et al (2016) observed that
some projections presented weak or very weak efficiency.

In the same direction, Sur 2019) explored differences in neuro
troplsm of retro adenoassociated virus (rAAV) and glyeoprotein-deleted
rables virus (RV-AG). They showed that injections of retrograde tracer in
the lateral hypothalamic area (LHA) and medial pre-optic area preferen-
tlally label newrons in the cerebral contex for rAAV and preferentially label
neurons in the basal ganglia and hypothalamus for RV-AG. In the case of
rAAV, the connections of LHA to the paraventricular nucleus of the hypo
thalanus and of LHA to the nucleus accumbens compleely fall to tag
retrograde newrons. Another hypothesis was explained by N

2009), who found that in cortical neurons, a difference in dilution of the
same viral vector (AAV) changes the bias of transduction in glutamatergic
or gabaergic neurons. This shows a possible preference of transduction for
gabaergic instead of glutamatergic neurons in the same structure for the
used AAV.

The present results also showed that the commercially avaflable
retroAAV-1 that was wsed may wak as an anterograde tracer. The
retroAAV-1 tracer showed axonal projections in the thalamus and hy
pothalamus and terminal flelds In the ZI and AHN between other

et al

itharson eral
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structures and areas The same pamem was also observed wing a
commerclally available anterograde AAV. One possible explanatdon for
the etmAAV-1 tracer working as an anterograde tracer could be thar
AAVE s narurally transported antersgradely (Saleglo et al., 2013).

TherAAV-2 developed by Tervo et al. (2016) was amificially selected
through directad evolution to perform retrograde transpoet, but it is soll
an AAVZ. Themfome, one explanation is that the new varant developed
still has the anterograde-transporting feanre plus a new ability o infect
terminal axons and o be tansported retmogradely. Ths, it may work as
anantemgrade and retmgrade tracer at the same time, & observed with
retroAAV-1. ThEe dublows functoning may create many mis
understandings and malfunctoning not only when wsing it a5 a tracer,
bt also when wsing it with funciional technigues In addition, dublous
transport could genemte second-onder anterograde projections from a
retrograde transduced strsctume from the injec ton site

5. Conclusion

Mewrotmple vinses wed a8 genetic delivery systems are currently
revolutiondzing connectomics and brain physiology. In the case of AAVS,
however, thelr mechantsm, cell invasion, and neurotroplsm still remain
poorly understood (Salegio ef al, 2015 Sun et al., 2019). Future studies
should provide greater detall abowt this important ool in newrose lence.
‘When wsing neurotrople virses for neural tracing, it s important to lave

a positive control, such a5 convent lonal tracers.
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