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“The oldest and strongest emotion of mankind
is fear, and the oldest and strongest kind of
fear is fear of the unknown”

(LOVECRAFT, 1927, p. 27)



RESUMO

MAIA, R. G. O. Analise eletrofisiolégica multi-unitaria da matéria cinzenta
periaguedutal dorsal e camadas intermediarias e profundas do coliculo superior
de ratos durante ameaca predatoria. 2018. 98 p. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Morfofuncionais) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo
Paulo, S&o Paulo, 2018.

A circuitaria neuro-anatbmica envolvida com a organizacdo de respostas de medo
inclui muitos sitios subcorticais diferentes, dois dos quais sdo a regido dorsal da
matéria cinzenta periaquedutal (dPAG) e as camadas intermediarias e profundas do
coliculo superior (i/dISC). Este estudo investigou como as células destas duas regides
mudam de atividade em um rato que foi colocado diante de seu predador, o gato,
comparado com outras situacées onde o risco menor. 11 ratos wistar machos
passaram por cirurgia para implantacdo de um microdriver contendo 8 tetrodos, que
detectou 39 células na dPAG de 7 ratos e 44 células nas i/dISC de 4 ratos. A atividade
das células foi registrada em uma condicdo de base e em quatro condicfes
experimentais distintas: o rato confinado, o rato diante de uma novidade, diante de um
predador e diante do contexto predatoério. Os dados coletados foram analisados por
scripts de MATLAB e cada célula foi classificada para sua responsividade as
condi¢Bes experimentais, a mudanca do comportamento do rato, a velocidade e a
posicdo do rato no aparato. Na dPAG as células se mostraram mais responsivas a
condicao do gato do que as demais condi¢cBes experimentais, tanto em numero de
células como em aumento de atividade celular. Uma quantidade menor de células
mostrou-se responsiva a mudancas de comportamento, particularmente o0s
comportamentos de defesa. Nas i/dISC as células também se mostraram mais
responsivas para o gato, seguido do contexto, em ambos 0s casos com diminuicao de
atividade celular, que foi mais intensa no gato. Uma quantidade menor de células
pareceu responder de forma similar para as diferentes mudangas comportamentais.
Interpretamos esses dados propondo que a dPAG possui uma funcéo sinalizadora de
medo, fortemente ativada durante o gato, e que as i/dISC séo inibidas diante do gato

a fim de evitar a captagao de estimulos irrelevantes para lidar com a situacdo de risco.

Palavras-chave: Neurobiologia. Eletrofisiologia. Matéria Cinzenta Periaquedutal.

Coliculo Superior. Medo.



ABSTRACT

MAIA, R. G. O. Multi-unitary electrophysiological analysis of the dorsal
periagueductal gray and the intermediate and deep layers of the superior
colliculus of rats during predatory threat. 2018. 98 p. Dissertation (Master thesis in
Morphofunctional Sciences) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo
Paulo, Sao Paulo, 2018.

The neuroanatomical circuitry involved with the organization of fear responses includes
a great number of subcortical sites, two of which are the dorsal periaqueductal gray
(dPAG) and the intermediate and deep layers of the superior colliculus (i/dISC). This
study investigated how the cellular activity in these regions changed in a rat that was
exposed to one of its predators, a cat, when compared with lower risk situations. 11
male wistar rats underwent surgery to implant a microdriver containing 8 tetrodes,
which detected 39 cells in the dPAG of 7 rats and 44 cells in the i/dISC of 4 rats. Cell
activity was registered in a basal condition and then again in for experimental
conditions: the rat confined in a smaller space, the rat facing a novel stimulus, the rat
facing a cat and the rat facing the predatory context. Collected data was analyzed
using MATLAB and each cell was classified according to its responsivity to the
experimental conditions, to the rats’ switches in behavior, to the rats’ speed and
position in the experimental apparatus. In the dPAG, cells were shown to be more
responsive to the cat condition over the other conditions, both in terms of number of
responsive cells and intensity of increase in firing activity. A smaller number of cells
were responsive to behavior switching, being especially sensitive to the initiation of
defensive behaviors. In the i/dISC, cells were more responsive to the cat, followed by
the predatory context, in both cases with a general reduction of cellular activity that
was more intensive for the cat. A smaller number of cells was responsive in similar
ways for behavior switching across experimental conditions. We interpret this data by
proposing that the dPAG acts signaling a state of fear, particularly during a high risk
situation, and the i/dISC are inhibited during riskier situations so as to block irrelevant

environmental stimuli.

Keywords: Neurobiology. Electrophysiology. Periaqueductal Gray. Superior

Colliculus. Fear.
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1 INTRODUCAO

1.1 Predagéo, defesa e medo

O surgimento de seres vivos que matam outros seres vivos a fim de satisfazer
necessidades nutricionais (i.e., predadores) €, provavelmente, um dos eventos mais
importantes da historia da vida na terra. Teorias que buscam explicar a ocorréncia de
grandes transicdes na arvore da vida (procarioto para eucarioto, unicelular para
multicelular, assexuados para sexuados, tecidos moles para tecidos duros) todas
contam com a introducdo de predadores como um fator explicativo decisivo
(BENGTSON, 2002). Predadores possuem um grande impacto a nivel ecossistémico,
aumentando a diversidade de espécies em um ambiente apds sua introducdo
(HUNTLEY; KOWALEWSKI, 2007; SALEEM et al., 2012), e também um grande
impacto a nivel evolutivo, gerando forte pressédo seletiva para adaptacdo de suas
presas (DAWKINS; KREBS, 1979).

Em se tratando do aspecto evolutivo da predacao, centenas de milhares de
anos de interacbes predador-presa resultaram em uma variedade infindavel de
adaptacdes anti-predatérias, que vao desde o uso de coloracado criptica para evitar
deteccdo (COURNOYER; COHEN, 2011) até a emisséo de fluidos corporais para
evitar captura (ZINTZEN et al., 2011). O bom uso e aplicacdo dessas defesas anti-
predatorias, no entanto, deve ser modulado por decisbes comportamentais (LIMA;
DILL, 1990). A presa deve tanto ser capaz de (i) avaliar quais seus riscos atuais de
predacdo de momento a momento, como também (ii) decidir qual a melhor rota de
acao a ser tomada apos a deteccdo ou contato com um predador. O conjunto de
respostas selecionadas evolutivamente para realizar (i) e (i) sdo chamadas de
comportamentos de defesa, que sdo padrbes de acdo estereotipicos acionados
guando o organismo se encontra diante de um predador ou algum outro tipo de
ameaca (BLANCHARD; BLANCHARD, 2008).

Sabe-se que os comportamentos de defesa sdo sensiveis a diferentes
caracteristicas de uma dada ameaca, incluindo a ameaca predatéria. Estudos com
vertebrados indicam que alguns animais sdo capazes de distinguir entre tipos de
predadores (ave de rapina, mamifero carnivoro, cobra), sua localizacéo (vindo de uma
arvore ou do chao), e a sua proximidade (distante, proximo, muito proximo) (MANSER,;
SEYFARTH; CHENEY, 2002; CASAR et al., 2013). Essas e outras informacées
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devem ser tomadas em conjunto para que a presa organize a resposta
comportamental — por exemplo, camundongos que reconhecem uma ameaca aérea
podem fugir, se a ameacga parece estar caindo sobre eles, ou permanecer
completamente imdveis, se a ameaca parece apenas estar passando por cima deles
(DE FRANCESCHI et al., 2016). De fato, tamanha € a importancia evolutiva de
reconhecer e reagir a predadores que um estado emocional particular esta associado
a essa situacdo de inseguranca. Tal estado emocional é conhecido simplesmente
como medo (BOISSY, 1995).

O medo, como estado emocional, pode ser identificado em animais nao-
humanos pelo conjunto de respostas comportamentais e fisioldégicas que ele invoca,
incluindo aqui os comportamentos de defesa (GROSS; CANTERAS, 2012). Desse
modo, é possivel estudar a formacdo do medo em suas etapas pela exposicdo de
animais-modelo ao seu predador natural. Este € o tipo de trabalho que nosso
laboratorio realiza, com enfoque na descricdo neuroanatdmica do fendmeno — isto €,
nosso interesse € compreender o papel de diversos sitios cerebrais na organizacéo
das respostas associadas ao medo, desde a identificacdo da ameaca predatoria até
a producéao dos comportamentos de defesa adequados.

De modo a entender onde o presente trabalho se encaixa nesse contexto de
estudo € interessante, primeiro, revisar 0 que ja sabemos sobre a circuitaria
neuroanatdomica envolvida com a organizacdo desse estado emocional e as respostas
relacionadas. A menos que especificado o contrario, as descricdes apresentadas a
seguir serdo produtos principalmente de trabalhos que envolvem ratos e

camundongos como modelos de estudo.

1.2 Circuito do medo

Para que os comportamentos de defesa sejam organizados, € fundamental que
a ameaca seja detectada. No caso da ameaca predatodria, esse processo comeca a
partir de sitios neuroanatdmicos responsaveis pela interpretacéo de pistas ambientais,
principalmente pistas visuais e olfativas, prosseguindo para sitios de processamento
e integracdo dessas informacfes, até atingir &reas que organizem respostas
comportamentais (GROSS; CANTERAS, 2012; SILVA; GROSS; GRAFF, 2016).
Ficara claro na descricdo a seguir que, apdés o0 processamento inicial dos sinais

sensoriais, danos em qualquer regido subsequente envolvida neste circuito parecem
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abolir ou diminuir as repostas de defesa a nivel comportamental e fisioldgico,
indicando que a preservacdo desses sitios neurais € condicdo necesséria para a
geracdo destas respostas em condicdes naturais. A Figura 1 contém uma
organizacdo esquematica do circuito de defesa, que sera descrito de maneira mais
detalhada a seguir.

As pistas olfativas sdo moléculas quimicas liberadas pelo predador que a presa
€ capaz de identificar devido a sua memaria genética evolutivamente determinada, de
modo que mesmo animais nunca expostos a predadores reagem aversivamente a
essas moléculas (FUSTER, 1997; DIELENBERG; HUNT; MCGREGOR, 2001). As
pistas olfativas sédo detectadas principalmente pelo epitélio olfativo principal (MOE) e
pelo 6rgdo vomeronasal (VNO), um epitélio especializado quimiossensivel de
vertebrados terrestres (PAPES; LOGAN; STOWERS, 2010; CHOI et al.,, 2016). O
VNO lanca projecfes para o bulbo olfativo acessoério (AOB), enquanto o MOE se
projeta para o bulbo olfativo principal (MOB), e cada uma dessas regides,
individualmente, j4 é suficiente para produzir respostas aversivas ao odor de um
predador (MASINI et al., 2010). Finalmente, parte das projecdes do AOB e do MOB
convergem para processamento em um dos principais sitios cerebrais envolvidos na
geracdo de medo, a amigdala, mais especificamente, a amigdala medial (MeA) no
caso do AOB, e a amigdala cortical (CoA) no caso do MOB (SCALIA; WINANS, 1975;
KANG; BAUM; CHERRY, 2009). Como a MeA recebe projecdes da CoA (CANTERAS;
SIMERLY; SWANSON,1995), é possivel dizer que a integracdo das pistas olfativas
do predador é feita principalmente na MeA.

Pistas visuais, por sua vez, sao caracteristicas particulares do estimulo visual
gue possam indicar uma ameaca predatéria, como a forma do estimulo, a presenca
ou auséncia de movimento e a direcdo em que o estimulo se move (BARRET, 2015).
Em termos do processamento neural dessas pistas visuais de alto valor adaptativo,
ainda ndo esta claro se existe um caminho preferencial para a transmissédo dessa
informacgé&o ou multiplos caminhos paralelos. Wei et al. (2015) descreveram um trajeto
subcortical em que os sinais captados pela retina sdo transmitidos para o coliculo
superior (SC), dai para o nucleo lateral posterior do tadlamo (LP) e, finalmente, para a
amigdala lateral (LA). Em contrapartida, Pessoa e Adolphs (2010) enfatizam o papel
do cortex no processamento dessas pistas visuais, em particular do cortex visual,
propondo um modelo que envolve algcas neuroanatémicas formadas entre o talamo e

o cortex, e que inclui a amigdala como um dos sitios finais de recebimento dos sinais
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processados. Independente do modelo adotado, o papel da amigdala como um sitio
de convergéncia das informacdes visuais afetivas € bem delineado.

Apés a deteccdo das diferentes pistas ambientais pelos 6rgédos e circuitos
perceptivos, a organizacdo da resposta de medo continua na amigdala. Este sitio
cerebral €, na verdade, composto por uma combinacdo de diferentes nucleos
celulares presentes no cortex e no corpo estriado — como as ja citadas MeA, CoA e
LA — cada um com diferentes conexdes e caracteristicas anatdmicas (SWANSON;
PETROVICH, 1998). O papel da amigdala na formacdo das respostas do medo €&
conhecido ja ha algum tempo, tendo iniciado com estudos pioneiros da remocédo do
lobo temporal em macacos rhesus. Os macacos perdiam as respostas de medo inato
e exploravam todo o ambiente ao seu redor avidamente, incluindo até mesmo a lingua
de uma cobra sibilante (KLUVER; BUCY, 1939). Estudos posteriores demonstraram
mais claramente o papel da amigdala na producdo do medo: ratos com lesdes na
amigdala medial (MeA), lateral (LA) ou regido posterior da amigdala basomedial
(pPBMA) manifestam significativamente menos vezes seus comportamentos de defesa
guando colocados diante de um predador (MARTINEZ et al.,, 2011); lesdes na
amigdala central (CeA) impedem a expressdo de medo a uma pista previamente
associada a um estimulo doloroso (ZIMMERMAN et al., 2007); e a paciente S.M. (uma
mulher com lesdo amigdalar bilateral), quando comparada a controles, demonstrou
guase completa auséncia de respostas de medo durante uma visita a uma casa de
espanto, durante exposicao direta a aranhas e cobras, e ao assistir dez filmes de terror
diferentes (FEINSTEIN et al., 2011).

Mais recentemente, a literatura cientifica vem apreciando o fato de que
diferentes nucleos amigdalares coordenam a geracédo de medo a diferentes tipos de
ameaca. Lesdes na CeA néo inibem respostas a um predador ou a um ambiente
associado com a presenca de um predador, apesar de inibirem respostas a pistas
associadas com estimulos dolorosos (MARTINEZ et al., 2011). Em um nivel
anatomico ainda mais refinado, diferentes regides da MeA parecem lidar com
diferentes tipos de ameaca. A regido posterior ventral da MeA (pvMeA) esta envolvida
com o circuito de medo ao predador, enquanto a regido posterior dorsal (pdMeA) esta
envolvida com o circuito de medo a ameacas coespecificas (GROSS; CANTERAS,
2012). Esta ultima diferenciacdo se torna mais clara no proximo sitio anatémico

envolvido no circuito do medo — e o préximo a ser discutido aqui — o hipotalamo.
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Os diferentes nucleos da amigdala que receberam sinais dos 6rgaos sensoriais
continuam a organizar a resposta de medo projetando-se para o hipotalamo. Foram
identificados dois circuitos distintos dentro do hipotalamo que lidam cada um com a
organizacao de respostas de medo para um tipo de ameaca: o circuito de resposta a
coespecificos, que recebe projecdes da pdMeA e ndo sera discutido nesse trabalho;
e 0 circuito de resposta a predadores, que consiste na regido dorsomedial do nucleo
hipotalamico ventromedial (dmVMH), o nacleo hipotalamico anterior (AHN) e o nacleo
pré-mamilar dorsal (PMd) (CEZARIO et al., 2008). Neste circuito, € 0 dmVMH quem
recebe a maior parte das projecdes vindas dos diferentes nilcleos da amigdala,
incluindo informacdes de caréter olfativo transmitidos pela pvMEA e informacdes de
carater visual supostamente transmitidas pela pBMA (CANTERAS; SIMERLY;
SWANSON, 1995; PETROVICH; RISOLD; SWANSON, 1996).

Apesar do dmVMH ser o alvo principal dos sinais vindos da amigdala, os outros
dois nucleos hipotalamicos mencionados — AHN e PMd — mostraram-se também
importantes para a geracdo de medo ao predador. O AHN recebe proje¢cbes do
dmVMH e envia projecdes para o PMd, de modo que estes nucleos estdo todos
altamente conectados (RISOLD; CANTERAS; SWANSON, 1994; GROSS;
CANTERAS, 2012; WANG; CHEN; LIN, 2015). Cada um destes nucleos se mostrou
envolvido com a organizacdo das respostas de medo, de forma coletiva e individual:
todos os trés nucleos apresentaram maior expressao de uma proteina marcadora de
atividade neuronal (c-fos) logo ap6s exposicdo ao predador (CEZARIO et al., 2008);
estimulacdo optogenética do trato dmVMH-AHN, assim como estimulacdo somente
do AHN, leva a manifestacdo de comportamentos defensivos (WANG; CHEN; LIN,
2015); e lesbes no PMd levam a perda da apresentacdo de comportamentos
defensivos e aumento de comportamentos exploratorios (CANTERAS et al., 1997;
CEZARIO et al., 2008).

Finalmente, os diferentes nucleos do circuito hipotalamico de medo ao predador
convergem em um sitio do tronco enceféalico, a regido dorsal da matéria cinzenta
periaquedutal (dPAG). O dmVMH, o AHN e o PMd todos enviam projecdes diretas
para a dPAG, ja indicando a grande importancia deste sitio para a manifestacao de
comportamentos defensivos e geracdo do medo (CANTERAS; SWANSON, 1992;
CANTERAS et al., 1997; WANG; CHEN; LIN, 2015). De fato, o estudo da dPAG € o
objetivo principal do presente trabalho, e a importancia deste sitio no estudo

neuroanatémico funcional do medo sera discutido em detalhes na secéo a seguir.
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Figura 1 — Representacdo esquematica do circuito neuroanatémico de medo para predadores
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AHN: nucleo anterior do hipotdlamo; AOB: bulbo olfativo acessoério; CoA: amigdala cortical; dmVMH:
regido dorsomedial do ndcleo ventromedial do hipotalamo; dPAG: regido dorsal da matéria cinzenta
periaquedutal; LA: amigdala lateral; LP: nucleo lateral posterior do tadlamo; MeA: amigdala medial;
MOB: bulbo olfativo principal; MOE: epitélio olfativo principal; pBMA: regido posterior do nucleo
basomedial da amigdala; PMd: ndcleo pré-mamilar dorsal; pvMeA: regi@o posterior ventral do nucleo
medial da amigdala; SC: coliculo superior; VNO: érgdo vomeronasal. Fonte: o autor (2018).

1.3 A matéria cinzenta periaquedutal (PAG)

A matéria cinzenta periaquedutal é formada por um conjunto de neurdnios que
circundam o aqueduto cerebral a nivel do mesencéfalo, formando uma importante
interface funcional entre o prosencéfalo e regides inferiores do tronco cerebral. De
fato, a PAG recebe conexdes de multiplas regifes do prosencéfalo (i.e., o cortex pré-

frontal medial e o anterior cingulado, o nlcleo central da amigdala e diversos nucleos
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hipotalamicos) e envia projecdes para diversos nucleos do tronco cerebral (i.e., o locus
coeruleus e as regides rostral e caudal da medula ventrolateral). Além dessas
conexdes, a PAG também envia projecbes de volta para regides do prosencéfalo,
incluindo a amigdala, e recebe conexdes do tronco cerebral (BENARROCH, 2012;
WATSON; KIRKCALDIE; PAXINOS, 2010).

O papel da PAG na organizacao de respostas do medo comecou a ficar claro
a partir de estudos de tragcamento, de estimulagéo elétrica e de leséo eletrolitica na
regido. Por exemplo, Liebman, Mayer e Liebeskind (1970) demonstraram que ratos
com lesbes completas na PAG praticamente ndo suprimiam o0 comportamento
exploratdrio logo apdés o recebimento de um choque nas patas, em contraste com
controles que ficavam completamente parados. No que tange ao medo a estimulos
mais naturais, Blanchard, Williams e Lee (1981) demonstraram que ratos selvagens
com lesBes na PAG praticamente perdiam todas as respostas defensivas a estimulos
gue deveriam ser considerados ameacadores — como um humano ou coespecifico
aproximando-se do animal, ou contato téctil nas costas ou vibrissas. Acrescentando a
essas evidéncias de estudos com animais, humanos que receberam estimulacéo
elétrica nessa regido manifestaram uma clara reacdo de medo acompanhada pela
descricdo de que “algo horrivel estava para acontecer”, ou que “alguém os estava
perseguindo” (AMANO et al., 1982).

Como foi discutido na se¢do anterior, os diferentes nicleos da amigdala e do
hipotadlamo parecem ser necessarios para a constru¢ao da resposta de medo, dado
gue danos nesses nucleos inibem comportamentos defensivos (CANTERAS et al.,
1997; MARTINEZ et al., 2011). Entretanto, estudos vem demonstrando ja ha algum
tempo que a acdo desses nucleos amigdalares e hipotalamicos na geracédo de medo
€, provavelmente, resultado de suas projecdes para a PAG. Por exemplo, um estudo
com gatos demonstrou que estimulacdo elétrica da PAG enquanto o hipotalamo
estava lesionado era o suficiente para evocar respostas de medo, enquanto o reverso
nao era o caso (SKULTETY, 1963). Outro estudo com ratos que tiveram o telencéfalo
removido (o que incluiu grande por¢cao da amigdala) mostrou que estimulacdo quimica
da PAG também era o suficiente para evocar respostas de medo (TOMAZ et al., 1987).
Ou seja, enquanto danos na PAG inibem respostas defensivas, estimulagdes da PAG
sao o suficiente para produzir tais respostas mesmo que 0s outros nucleos do circuito
do medo (amigdala e hipotalamo) estejam danificados. Esse conjunto de estudos

indica que a PAG é um sitio neuroanatémico necessario e suficiente para a geracao
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do estado de medo. No entanto, acredita-se que pelo menos parte do efeito da PAG
na geracdo de respostas de defesa dependa de projecdes ascendentes. Isto foi
mostrado no estudo realizado por Kim et al. (2013) em que danos na amigdala
basolateral impedem a formacao de respostas de medo geradas por estimulacao da
PAG em ratos forrageando.

Adicionalmente, no comeco da década de 90, a PAG comecou a ser
reconhecida como uma estrutura ndo homogénea, organizada longitudinalmente em
guatro colunas: dorsomedial (dmPAG), dorsolateral (dIPAG), lateral (IPAG) e
ventrolateral (VIPAG) (CARRIVE, 1993; BANDLER; SHIPLEY, 1994), como
demonstrado na Figura 2. E importante ressaltar que essa descoberta foi feita ndo s6
com base em diferencas anatdbmicas e histoquimicas, mas também diferencas
funcionais. Por exemplo, estimulagcbes na IPAG produziam respostas de fuga,
enquanto estimulacdes na VIPAG produziam respostas de congelamento motor
(BANDLER; SHIPLEY, 1994). A partir dessas observacdes, novos estudos indicaram
gue as diferentes colunas da PAG estariam associadas com respostas a diferentes
tipos de ameaca — expor ratos ao odor de um predador ou ao proprio predador ativa
marcadamente células da regido dorsal da PAG (dPAG), que incluiu tanto dIPAG
como dmPAG (CEZARIO et al., 2008; SUKIKARA et al., 2010), enquanto que lesbes
nesta mesma regido inibem respostas de medo induzidas pelo predador (RUFINO,
2015). De maneira similar, lesdes na regiao ventral da PAG inibem respostas de medo
a um contexto previamente associado com uma experiéncia dolorosa, como choque
nas patas (VIANNA et al., 2001a). Em funcédo desses e de outros resultados, Gross e
Canteras (2012) propuseram que a dPAG estaria associada com medo a predadores
e coespecificos, enquanto a regido ventrolateral estaria associada a medo de
estimulos dolorosos, ressaltando que o medo em animais ndo-humanos é observado
através da apresentacado dos comportamentos de defesa.

A dPAG é o foco deste trabalho justamente por seu papel como importante
centro de resposta do medo ao predador, recebendo projecdes dos diversos nucleos
hipotalamicos previamente citados (o0 AHN, dmVMH e PMd). Uma importante questao
que emergiu com os estudos da dPAG é se, devido a sua posicdo anatdbmica
estratégica no tronco cerebral, este sitio neuroanatdmico coordenava diretamente a
formacdo dos comportamentos defensivos. Cezario et al. (2008) verificaram
histologicamente que (i) ratos expostos a um ambiente onde encontraram um

predador apresentavam maior atividade celular na dPAG e expressavam O
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comportamento defensivo de avaliacdo de risco, e (ii) ratos em contato com o
predador apresentavam atividade celular na dPAG ainda maior que em (i), e isso
estava associado com o comportamento defensivo de congelamento. Bittencourt et
al. (2004), por sua vez, associaram diferentes niveis de ativacao elétrica da dPAG
com a apresentacdo de uma hierarquia de respostas de medo, descritas da menor
ativacdo para a maior: protrusdo dos globos oculares, congelamento motor e,

finalmente, comportamentos de fuga.

Figura 2 — Representacdo esquematica de cortes coronais mostrando diferentes niveis da PAG
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A coordenada antero-posterior (AP) esta indicada a partir do bregma (B). Verde: dmPAG; vermelho:
dIPAG; azul: IPAG. AQ: aqueduto cerebral; DR: nucleo dorsal da raphe; EW: nucleo Edinger-
Westphal; dm/dl/iivl PAG: matéria cinzenta periaquedutal dorsomedial, dorsolateral, lateral,
ventrolateral, respectivamente. Modificado de Swanson (2004).

Devido a esses e outros resultados da literatura, este projeto buscou investigar
se havia uma correlacao direta entre mudanca de atividade celular e apresentacao de
comportamento de defesa apresentado na regido dorsal da PAG. Para isso utilizamos
a técnica de registro extracelular multi-unitario, que permite verificar a atividade
celular simultdnea de multiplos neurbnios em uma dada regido, em tempo real,
enquanto o animal atua liviemente (BUZSAKI, 2004). Quando o animal sendo
registrado é colocado diante de um novo estimulo ou produz algum comportamento,
esta técnica permite observar correlagdes entre a apresentagédo desse estimulo ou
comportamento com a atividade celular de grupos de neuronios.

No comeco da obtencdo de registros da dPAG, foram também registradas
algumas células das camadas intermediarias e profundas do coliculo superior (i/dISC)
devido a proximidade anatdbmica entre estes sitios. A fim de aproveitar os dados
obtidos nesses registros, decidimos criar um grupo de coleta também dessa regiao,
além do grupo da dPAG. Com isso podemos comparar a atividade celular de duas
areas distintas do tronco cerebral diante de um paradigma de medo ao predador.
Sendo assim, vale revisar brevemente o0 que se sabe na literatura sobre o coliculo

superior, e como ele pode estar envolvido com o circuito de medo ao predador.
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1.4 O coliculo superior (SC)

O coliculo superior situa-se na regido dorsal do mesencéfalo dos mamiferos,
posicionado logo acima da PAG. Ele € composto de camadas laminares que podem
ser subdivididas de maneira mais ampla em uma regido superficial, intermediéaria e
profunda com base em suas caracteristicas celulares (MAY, 2006). Um aspecto
importante do SC é a aparente divisdo funcional entre suas camadas: a camada
superficial (sISC) recebe projecbes diretas da retina e do cortex visual, estando
primariamente envolvida com a deteccdo de estimulos visuais; jA as camadas
intermediéarias e profundas (i/dISC) recebem projecdes de diversas areas, integrando
multiplas informagfes sensoriais, incluindo informagfes visuais, auditivas e
somestésicas. Dentre as fun¢des das i/dISC, em particular, podemos citar movimentos
de orientacédo a um estimulo visual e producédo de comportamentos de defesa (DEAN;
REDGRAVE; WESTBY, 1989; SPARKS; HARTWICH-YOUNG, 1989).

Descobertas mais recentes enfatizam o papel das i/dISC como organizadoras
das respostas de medo, como por exemplo o estudo de Bittencourt et al. (2005), em
gue as i/dISC sdo estimuladas eletricamente levando a apresentacdo de
comportamentos defensivos associados a fuga. De fato, na descricdo do circuito do
medo feita neste trabalho, o SC apareceu como um dos elementos que envia pistas
visuais para a LA através de um nucleo talamico, como proposto por Wei et al. (2015).
Wei enfatiza que esse envio é feito a partir das i/dISC, que presumivelmente
receberam os sinais visuais da sISC a partir da retina (DOUBELL et al., 2003).

Notavelmente, Redgrave e Dean (1991) comentam que danos na PAG
removem respostas de fuga induzidas por estimulacao quimica do SC, e eles propdem
gue a PAG organizaria os comportamentos de defesa a partir de informacbes
relacionadas a distancia predatéria transmitidas pelo SC. Esta ideia € desenvolvida
por Fanselow (1994), que propde que animais que reconhecem um predador distante
respondem com a estratégia de congelamento motor, mas alteram essa estratégia
para fuga ou luta apés uma mudanca no grau de proximidade em relacdo ao predador.
Diferentes células do SC poderiam sinalizar esses diferentes graus de proximidade
para a PAG.

Além da aferéncia vinda da camada superficial, as i/dISC recebem projecbes
diretas do dmVMH e do PMd e enviam projecdes diretas para a dPAG (CANTERAS;
SWANSON, 1992; CANTERAS; SIMERLY; SWANSON, 1994). Isto indica que, além
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do papel das i/dISC no processamento das informacdes visuais da ameaca predatoria,
estas camadas também processam as informacdes do circuito hipotalamico
responsivo ao predador. Dado todas essas informacdes acerca das i/dISC no circuito
do medo, é razoavel esperar uma correlagdo entre a atividade elétrica destas

camadas e a presenca da ameaca predatoria.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Montagem dos microdrivers

O microdriver é a estrutura que fecha o circuito entre os eletrodos e o sistema
de captacdo de dados para registro da atividade celular. Os eletrodos sédo agrupados
em conjuntos de quatro, chamados tetrodos, e é a ponta desses tetrodos que fica em
contato com a regido de interesse no encéfalo do animal. A outra extremidade dos
tetrodos forma contato elétrico com o microdriver, fixado no cranio do animal através
de cirurgia. O microdriver permite também regular a posicao dos tetrodos no eixo
dorso-ventral, facilitando a busca por células.

Para realizar a montagem dos microdrivers, € preciso primeiro realizar a
montagem dos tetrodos. Os tetrodos séao feitos a partir de um fio de 25 um de diametro,
constituido por 10% de iridio e 90% de platina (California Fine Wire Company, Grover
Beach, CA-US). O fio é dobrado de modo a formar quatro pontas expostas, cada ponta
sendo um eletrodo para captacdo de dados. A Fotografia 1 mostra um exemplo de

tetrodo.

Fotografia 1 — Tetrodo confeccionado

1Q-USP LEI 50kv  X1,200 10um WD 8.0mm

A. Foto de um tetrodo pronto para ser colocado em um microdriver. As quatro pontas expostas a
esquerda da imagem serdo amarradas ao microdriver, fechando o circuito. B. Foto de microscépio de
varredura da extremidade de um tetrodo, onde é possivel ver as quatro pontas dos eletrodos que ficardo
em contato com o encéfalo. Fonte: o autor (2018), foto A; Gabriel Meloni (2017), foto B.

Na préxima etapa de confeccdo os tetrodos sdo conectados aos postes de
contato do microdriver, e sdo isolados eletricamente. A conexao com 0s postes € 0

que fecha o circuito entre o encéfalo do animal, o microdriver e o sistema de aquisi¢éo
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de dados. Para formar esta conexdo, a camada isolante do fio € removida nessa
regido, os fios sdo enrolados ao redor dos postes e recebem uma camada de tinta
condutora de prata (Electrolube, Ashby Park, Leicestershire-UK). Uma vez que a tinta
condutora tenha secado, aplica-se esmalte de unhas para isolamento elétrico (Revlon,
Rio de Janeiro, RJ-BR). A Fotografia 2 mostra um microdriver em estado de pré-
confeccgdo, pronto para que os tetrodos sejam amarrados nos postes de contato.

Fotografia 2 — Microdriver de 32 canais pré-confeccionado

Os tetrodos serdo colocados na posicdo em que estdo as pequenas brocas de
metal (indicado pela seta). As pontas expostas serdo amarradas aos postes de
contato, representados na figura pelos fios de cor verde, branco, azul e vermelho.
Fio-terra em marrom. Fonte: o autor (2018).

2.2 Animais

Para aplicagdo do protocolo experimental foram utilizados 11 ratos wistar
macho provenientes do Biotério Central do ICB — USP e mantidos até retirada para
cirurgia no Biotério do Departamento de Anatomia do ICB — USP. Apés a cirurgia 0s
animais foram mantidos no biotério do Laboratdrio de Neuroanatomia Funcional em
gaiolas de acrilico, com condi¢cbes estaveis de temperatura (~23°C), um ciclo
claro/escuro invertido (12 horas), e livre acesso a agua e ra¢do. Os animais, quando
no periodo de aplicacdo do protocolo experimental, tinham entre 3 a 6 meses de idade
e pesavam de 315 a 450 gramas. Todos esses procedimentos foram realizados de
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acordo com certificado aprovado pela CEUA ICB (numero 085/2012) e normas
estabelecidas pelo CONCEA.

2.3 Cirurgia estereotéxica

Todos os animais passaram pelo mesmo procedimento cirargico para implante
de microdriver de 32 canais, descrito a seguir. Antes da cirurgia, uma dose subcutanea
de 0.3 ml de solucéo salina com Fastfen (Citrato de Sufentanila, Cristalia, Itapira, SP-
BR, 0,06 ml/ml) e Banamine (Flunixina Meglumina, Schering-Plough Santé Animale,
Segré-em-Anjou Bleu-FR, 2,5ug/ml) foi administrada. Durante a cirurgia, 0s animais
foram mantidos anestesiados com Isoforine (Isoflurano 100%, Cristalia, Itapira, SP)
através de um vaporizador (Harvard Apparatus, ST1 72-6420) que enviava um fluxo
regular de anestésico. O nivel de inducdo anestésica variava conforme a etapa da
cirurgia, enquanto a gradacao de oxigénio foi mantida constante a 3L/min.

As coordenadas cirlrgicas para atingir a regido dorsal da matéria cinzenta
periaguedutal (dPAG) foram -6.3 mm em relagcéo ao bregma no eixo antero-posterior
e +/-2.2 mm no eixo latero-medial. Os oito tetrodos do microdriver de 32 canais foram
implantados em angulo de 20° em relagcdo a um eixo perpendicular ao cranio do
animal, e a coordenada dorso-ventral escolhida foi -3.9 mm (contando a partir do
contato que os tetrodos faziam com a meninge do encéfalo). As mesmas coordenadas
e angulacdo foram usadas para atingir as camadas intermediarias e profundas do
coliculo superior (i/dISC). A diferenca entre as regides foi que, para atingir a dPAG, o
microdriver era regulado pdés-cirurgicamente no eixo dorso-ventralmente, descendo
entre 300um a 600um, enquanto nas i/dISC a posicao inicial ja era adequada. Cada
microdriver foi fixado no cranio com auxilio de acrilico auto polimerizante (JET, Campo
Limpo Paulista, SP) e 5 parafusos M1.6 x 3 com passo de 0,35 mm, dos quais,
idealmente, apenas um ficava em contato com a meninge provendo aterramento.

Ao fim da cirurgia todos os animais passaram por um periodo de recuperagao seguido
da coleta de dados. Ao término da coleta os animais foram sacrificados, seguindo para
perfusdo intra-cardiaca, craniotomia e microtomia de congelamento. Todas essas

etapas estéo descritas a sequir.

2.4 Recuperacdao da cirurgia
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Os animais ficaram em repouso e observacao por um periodo de pelo menos
uma semana apos a cirurgia. Durante os cinco primeiros dias desse periodo os
animais receberam a mesma solucdo diaria de 0.3ml de salina com Fastfen e
Banamine administrada pré-cirurgicamente. Também foi administrado intra-
muscularmente um pentabidtico veterinario de pequeno porte (Benzilpenicilina
Benzatina, Benzilpenicilina Procaina, Benzilpenicilina Potassica, Diidroestreptomicina
Base, Estreptomicina Base, Eurofarma Laboratérios Ltda., Sdo Paulo, SP, 0,1ml
/100g) uma vez apds a cirurgia e outra novamente quatro dias depois.

2.5 Sistemas de coleta de dados

Os dados eletrofisioldgicos foram obtidos a partir do sistema de registro de
canais Axona (Recording System, Axona), que transmite os dados de disparos
celulares coletados pelo microdriver para um pré-amplificador de sinal e, em seguida,
para um conversor do sinal analdgico para digital. Esses dados foram enviados para
um computador e interpretados com o auxilio do software DacqUSB v1.2.2.16. O limiar
para considerar disparos no software foi de 50% do alcance maximo da voltagem, que
variou entre 68uV e 100uV. A taxa de captura do software era de 24Khz, e a filtragem
de banda foi feita para frequéncias entre 300 a 5000 Hz.

Adicionalmente, a posi¢cdo do animal foi registrada com o auxilio de uma
pequena lampada LED posicionada no cabo do sistema de captacéo de dados que se
conectava ao microdriver. Uma camera com visao superior do aparato registrava a
localizacédo do LED e enviava essa informacao para o sistema de registro da Axona.
Os dados comportamentais foram registrados por uma webcam posicionada diante do
aparato (HD pro webcam C920, Logitech).

Apds a recuperacdo da cirurgia 0os animais passam por um periodo de
familiarizagcdo com o aparato experimental em que os dados de atividade celular foram
coletados, mas ndo analisados para o experimento. Este periodo de familiarizacao
variou de um minimo de trés secdes no aparato experimental para até nove sec¢oes.
A duracéo foi diferente para cada animal porque essas sec¢bes sao utilizadas para
ajuste dos parametros do software de coleta e para posicionamento dos tetrodos na
coordenada dorso-ventral de interesse, que corresponde a posi¢cao da dPAG (-4.2mm
a -4.5mm) ou das i/dISC (-3.9mm). O protocolo experimental foi aplicado apés a

deteccdo de no minimo trés células, na profundidade de interesse.
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2.6 Protocolo experimental

O protocolo experimental teve duragao de 2 dias ao todo. Durante o protocolo,
o animal foi colocado dentro do aparato experimental (altura: 50cm, largura: 12,5 a
30cm, comprimento: 150 cm), que consistia em duas caixas (nUmero 1 e nimero 2)
interligadas por um corredor, e um espaco adicional onde foram apresentados os
estimulos para o animal dentro de caixas do estimulo. Um modelo deste aparato

pode ser visto na Figura 3.

Figura 3 — Aparato experimental com diferentes compartimentos nomeados

L T

Caixanimero 1 Corredor Caixanimero 2 Caixa do estimulo

Fonte: o autor (2018).

A caixa numero 2 possui uma abertura (ndo representado na Figura 3) que se
comunicava diretamente com o espaco externo. E neste espaco que foram colocadas
as caixas do estimulo, que estariam vazias ou possuiriam algum estimulo especifico
dependendo da etapa do protocolo experimental. O rato podia tocar as caixas do
estimulo por meio da abertura na caixa numero 2, mas nao podia acessar o interior
dela. Adicionalmente, o rato podia ser confinado a caixa n° 2 com o uso de uma porta
de acrilico opaca que blogueava o acesso ao corredor.

O protocolo experimental foi separado em cinco partes em que o animal foi
colocado em cinco condi¢des distintas, sendo que a segunda e terceira condigbes
foram desenvolvidas para testar efeitos que ndo correspondiam a uma resposta de
medo. Todas as cinco partes foram aplicadas a cada animal e acontecem na ordem
cronoldgica que sera apresentada aqui. Dentro de cada parte do protocolo foram
realizados dois registros de atividade celular em intervalos de 10 minutos. Entre
estes intervalos o registro foi interrompido por um periodo de 2 a 3 minutos, de modo
que o periodo total de gravacdo de atividade celular para cada parte do protocolo

durou 20 minutos, mas descontinuamente. Na primeira, segunda e terceira parte do
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protocolo, durante as interrupcdes de registro, o animal foi retirado e recolocado no

aparato para estimular sua movimentacao.

2.6.1 Parte 1 — registro da atividade celular basal

Cada uma das condicdes experimentais explicadas a seguir foi testada contra
esta condicao, o registro de atividade celular basal do animal. Neste registro, o rato
tinha livre acesso ao aparato e a caixa do estimulo permaneceu vazia. Este registro
durou 2 intervalos de 10 minutos, 0 mesmo periodo de tempo que as outras condi¢des

experimentais.

2.6.2 Parte 2 — efeito do confinamento

Esta parte do protocolo foi desenvolvida para verificar se havia alguma
diferenca significativa na atividade celular do animal quando ele estava confinado a
uma pequena parte do aparato em contraste com o registro basal em que ele tinha
livre acesso ao aparato. Neste registro, o rato ficou confinado a caixa n°2 do aparato

e a caixa do estimulo permaneceu vazia.

2.6.3 Parte 3 — efeito da novidade

Esta parte do protocolo foi desenvolvida para verificar se havia alguma
diferenca significativa na atividade celular do animal quanto ele estava diante de um
estimulo novo ndo ameacador em contraste com a auséncia de estimulos do registro
basal. Neste registro, o rato tinha livre acesso ao aparato e a caixa do estimulo
continha um estimulo visual neutro, representado por um macaco de pellcia, € um
estimulo odorifico neutro, composto de papel vegetal embebido em 1ml de esséncia
de baunilha.

Ao fim desta parte do protocolo, a caixa do estimulo neutro foi removida da sala
de experimentos e substituida por uma caixa limpa e vazia, idéntica a utilizada na
primeira parte do protocolo. O animal foi mantido no aparato com livre acesso aos
seus compartimentos por mais um periodo de 2 intervalos (20 minutos) na presenca
desta nova caixa. Isto foi feito a fim de distanciar a apresentacdo do estimulo neutro

desta segunda parte com o estimulo ameagador apresentado na terceira parte. A
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partir deste ponto, o rato ndo foi mais manipulado pelo experimentador até o fim da

aplicacao do protocolo.

2.6.4 Parte 4 — efeito do gato

Nesta parte do experimento o animal foi apresentado ao estimulo ameacador,
0 gato, ainda durante o primeiro dia do protocolo. Antes de iniciar o registro da
atividade celular, o animal foi confinado na caixa n°2, logo diante do gato que estava
dentro da caixa de estimulos. Isto foi feito de modo a garantir a percepcédo do estimulo
predatério. O ratou permaneceu assim por um periodo de 2 intervalos (20 minutos)
confinado diante do predador, quando entdo a porta da caixa n°2 foi aberta e sua
resposta ao gato foi registrada. Neste registro, o rato tinha livre acesso ao aparato e
0 gato estava presente na caixa de estimulos. Ao fim desse registro, a caixa de
estimulos do gato foi removida da sala de experimentos e substituida por uma caixa
idéntica a utilizada na primeira parte do protocolo, limpa e vazia. O rato foi removido
do aparato 20 minutos depois, de volta para sua gaiola de acrilico no biotério,

marcando o fim do primeiro dia de experimentos.

2.6.5 Parte 5 — efeito do contexto predatério

No segundo dia do protocolo o animal foi recolocado no aparato na auséncia
de quaisquer estimulos, a fim de verificar sua reacdo ao ambiente em que ele
encontrou o predador. Esta ultima situacao foi chamada de apresentacdo do contexto
predatdrio. Neste registro, o rato tinha livre acesso ao aparato e a caixa do estimulo
permaneceu vazia.

E importante ressaltar que entre o primeiro e segundo dia do protocolo o
aparato é cuidadosamente limpo com alcool 70% de modo a remover quaisquer tracos
do odor do gato. A caixa de estimulos utilizada durante o contexto predatério era
idéntica a caixa usada na primeira parte do protocolo. Todas essas etapas do

protocolo discutidas aqui estao sintetizadas no Quadro 1.

2.7 Perfuséo e histologia
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Apoés a conclusdo do protocolo experimental, os animais foram sacrificados.
Para isso eles receberam uma dose letal de equitesin (100ml de solucdo contém:
46,71 ml de H20 destilada, 4,37g de hidrato de cloral, 2,19 g de sulfato de magnésio,
11,83ml de etanol 90%, 1g de tiopental sédico e 44,03ml de propilenoglicol). Uma vez
inconscientes e ndo responsivos a estimulos dolorosos, os animais foram perfundidos
intra-cardiacamente com uma solucéo salina 0,9% e, em seguida, com uma solugéo
de formaldeido 10%. Os encéfalos foram pos-fixados com uma solucdo de KPBS
0,02M contendo 20% de sacarose e mantidos a uma temperatura de 4°C. Apés serem
mantidos nessa condi¢ao por pelo menos 24 horas, os encéfalos foram congelados e
cortados no plano frontal em micrétomo de congelacdo, com espessura de corte de
40 ym. Laminas histolégicas foram montadas e coradas pela técnica de Nissl, a fim

de visualizar a regido de implantacao dos eletrodos.

Quadro 1 — Diviséo do protocolo experimental

Dia Condigdes # Intervalo Caixa de Estimulo Acesso
. 1 Vazia Livre
Registro Basal ; ;
2 Vazia Livre
. 3 Vazia Confinado
Confinamento - -
4 Vazia Confinado
, 5 Pellcia + Baunilha Livre
Novidade — . ;
6 Peltcia + Baunilha Livre
1 20 minutos no aparato, sem estimulo, livre acesso
20 minutos no aparato, gato presente, confinado
Eeite 7 Gato Livre
8 Gato Livre
; 20 minutos no aparato, sem estimulo, livre acesso
9 Vazia Livre
2 Contexto - X
10 Vazia Livre

Os diferentes intervalos de exposicdo do protocolo experimental estdo ordenados
cronologicamente. Cada linha representa um intervalo de 10 minutos em que o animal esta dentro
do aparato. O quadro descreve: o nome de cada condi¢cdo associada com o intervalo, o dia em
que o intervalo foi realizado, o tipo de estimulo presente na caixa do estimulo e o tipo de acesso
gue o animal tem aos demais compartimentos do aparato. Fonte: o autor (2018).

2.8 Analise de dados comportamentais

Os dados comportamentais, obtidos via gravacdo de webcam, foram
analisados por meio do software de analise etologica BORIS (Universita Degli Studi

Di Torino). Cinco comportamentos diferentes foram analisados, sendo eles:
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e Exploracdo — o animal: (i) anda ou mantém-se parado dentro do aparato,
cheirando o ambiente ao seu redor; (i) 0 animal se eleva nas patas traseiras,

tocando o aparato com as dianteiras, também cheirando o ambiente ao redor.

e Avaliacdo de risco — o animal: (i) mantém-se parado em posicdo encolhida

cheirando o ambiente; (i) mantém seu corpo esticado enquanto se aproxima

ou inspeciona cautelosamente uma zona de ameaga.

e Congelamento — o animal entra em completo congelamento motor, somente

interrompido por pequenas movimentacdes do focinho.

e Fuga — o animal volta para a caixa 1 rapidamente apds aproximar-se com

cautela da caixa 2.

e Outro — qualquer comportamento que ndo se encaixe dentro das descricdes
anteriores, como descansar, se assear ou se co¢ar. Todos nesta categoria sdo

considerados comportamentos néo defensivos e ndo exploratérios.

2.9 Andlise de dados eletrofisiol6gicos

Os dados eletrofisiolégicos foram analisados com o software TINT v4.2.5
(Axona), que auxiliou na separacéo e classificacdo de células individuais. Todos os
tipos celulares coletados que se assemelhavam a fibras axbnicas foram
desconsiderados na analise, bem como quaisquer células que ficavam
completamente silentes durante qualquer intervalo de 10 minutos do protocolo
experimental. Desse modo, espera-se ter selecionado somente os corpos celulares
de neurbnios, cuja atividade pode ser verificada ao longo de todo o protocolo
experimental. Seguindo ambos esses critérios, foram identificadas 39 células na
dPAG de 7 animais (a quantidade de células que cada animal contribuiu,
respectivamente, foi: 5, 3, 12, 3, 7, 7, 2) e 44 células nas i/dISC de 4 animais (a

guantidade de células que cada animal contribuiu, respectivamente, foi: 14, 12, 10, 8).

2.10 Analise estatistica dos dados
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Os dados foram testados estatisticamente dentro de trés paradigmas
diferentes: (i) andalise da atividade celular por condi¢c&o do protocolo experimental
(confinamento, novidade, gato e contexto); (i) analise da atividade celular por
comportamento realizado pelo animal durante aplicacéo do protocolo experimental;
e (ii) analise da correlacdo da atividade celular com a posicédo e velocidade do
animal. Todas as analises foram feitas com scripts de MATLAB (MathWorks)
desenvolvidos no nosso laboratoério para esse propésito. Em uma fase de pré-analise,
o perfil de atividade celular da grande maioria das células ndo apresentou distribuicéo
normal apds aplicacao do teste de Kolmogorov-Smirnov (a = 0,05). Em funcéo disso,
utilizamos o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney U nas analises (i) e (ii), com a

correcao de Bonferroni para multiplos testes de hip6tese.

2.10.1 Analise por condicéo do protocolo experimental

Na analise de condicéo, foram realizados quatro testes de hip6tese para cada
uma das células registrada. Nestes testes, cada condicdo experimental da segunda
até a quinta parte do protocolo foi testada contra o registro basal de atividade celular,
obtido na primeira parte do protocolo. Estas condi¢cdes foram: (i) animal confinado; (ii)
animal diante de novidade; (iii) animal diante do predador; e (iv) animal diante do
contexto predatorio.

Para todos os testes de hip6tese realizado, o procedimento de processamento
dos dados foi 0 mesmo: dado uma célula X, a atividade meédia desta célula X era
calculada a cada 60 segundos em uma dada condicéo Y, e essa média valia como um
ponto de observacdo para o teste ndo-paramétrico. O conjunto de observacdes
repetidas formado dessa maneira (n = 20) compunha o grupo da condicéo Y, que seria
testado contra o grupo de observacgdes repetidas do registro basal (n = 20). Esse
processo esta esquematizado em um exemplo na Figura 4. Para a dPAG, o valor de
alfa corrigido por Bonferroni para esta analise de condigédo foi de a = 3,21 x 104. J&
para as i/dISC, o valor de alfa corrigido por Bonferroni para esta analise de condicao
foi de a =2,78 x 10

2.10.2 Analise por comportamento realizado pelo animal
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Na andlise comportamental, os comportamentos dos animais foram analisados

para cada célula dentro de cada uma das cinco condi¢des experimentais. Com iSso

em mente, a explicacdo da analise a seguir vale para uma célula X em uma dada

condicdo Y: o rato, na dada condicdo Y, realizou uma certa quantidade de

comportamentos A, B, C, etc. Toda vez que o rato realizou o comportamento B a partir

do comportamento A, isso foi chamado de Transicdo Comportamental Unica (TCU)

A-B (Unica usado no sentido de inequivoca, pois € diferente da transicdo A-C, B-C e

B-A, por exemplo). Seguindo este exemplo, todas as TCUs A-B foram isoladas, e

atividade da célula nos 4 segundos finais dos comportamentos A e nos 4 segundos

inicias do comportamento B foi obtida.

Figura 4 — Exemplo de analise dos dados de uma célula a fim de determinar sua resposta frente a

Registro Basal

[ |

1 min
@ védia da Atividade

Grupo Basal

Teste

Estatistico

condicao do gato

Condicao Gato

I [

1

1 min
@ \Védiada Atividade

Grupo Gato

Com o registro completo da atividade da célula durante a condi¢ao basal, calcula-se a atividade média
(medida em hertz) ao longo de intervalos de 1 minuto. Esse processo é repetido até que toda a duracdo
da condicéo tenha sido contemplada, sendo 20 pontos por condi¢do (na figura acima esta exemplificado
a obtencéo de 9 pontos representados pelos circulos verdes). Esse conjunto de médias forma o grupo do
registro basal. O exato mesmo processo é repetido para a condi¢do do gato, obtendo também um grupo
de médias para esta condi¢do (circulos laranjas). Os dois grupos de média séo testados entre si e, caso
o resultado do teste seja significativo (p < a), esta célula sera considerada uma célula responsiva ao gato.

Fonte: o autor (2018).
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A atividade celular nesses intervalos de 4 segundos estava definida com
resolucado de 100ms, o que significa que a frequéncia da célula estava definida em
guarentas pontos neste intervalo de tempo (4000ms). Assim, para cada TCU A-B,
tinha-se 40 pontos de atividade celular no final do comportamento A, e no inicio do
comportamento B. Com esses valores foi calculado, em seguida, a Transicao
Comportamental Unica Média (TCUM) A-B, que foi composta a partir dos 40 pontos
de atividade celular médios do final do comportamento A e dos 40 pontos de atividade
celular médios do inicio do comportamento B, todos obtidos a partir de dos TCUs A-B
por média aritmética simples. Com esses valores de média em maos, aplicava-se o
teste estatistico para os dois grupos formados: o grupo dos 4 segundos finais médios
do comportamento A contra o grupo dos 4 segundo iniciais médios do comportamento
B. Caso o resultado fosse significativo, isso quer dizer que a célula X durante a
condicdo Y foi sensivel a iniciacdo do comportamento B a partir do comportamento A.
Este procedimento de analise esta esquematizado em um exemplo na Figura 5. Para
a dPAG, o valor de alfa corrigido por Bonferroni para esta analise de comportamento
foi de a = 7,24 x 10-°. J& para as i/dISC, o valor de alfa corrigido por Bonferroni para

esta andalise de comportamento foi de a = 6,93 x 10°.

2.10.3 Analise da correlacdo da atividade celular com posicéo e velocidade

Nesta analise de correlagdo, a atividade celular média de uma dada célula X
medida a cada 10 segundos em uma dada condicdo Y (n = 120) foi correlacionada
com a posi¢do média do animal ao longo do comprimento do aparato (n = 120), bem
como com sua velocidade média (n = 120), medidas ao longo do mesmo periodo de
tempo. O procedimento de analise é similar ao realizado para anélise de condic¢éo, so
gue com intervalo de tempo diferente para calculo das médias, e buscando aplicar um
teste de correlacdo entre os grupos de variaveis, ao invés de um teste de hipotese
entre elas. O coeficiente de correlacdo usado foi o coeficiente de correlacéo de postos
de Spearman (p), um teste de correlacdo nao-paramétrico, e o alfa foi corrigido para
0 numero de testes realizados com a correcéo de Bonferroni. A posi¢do do animal ao
longo do comprimento do aparato é relevante para indicar a sua distancia da caixa do
estimulo, de modo que correlagbes com essa variavel podem indicar dependéncia

entre proximidade do estimulo e atividade celular.
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Para a dPAG, o valor de alfa corrigido por Bonferroni para a analise de posi¢cao
e de velocidade foi de a = 3,21 x 10“. Para as i/dISC, o valor de alfa corrigido por
Bonferroni para a andlise de posicdo e velocidade foi de a = 2,78 x 10*. Nestas
andlises de velocidade e posicédo de ambas as regides nao foi incluida a condicéo de
confinamento, pois a porta de confinamento obstruia o sinal da camera superior que

informava a posicao e velocidade do animal.

Figura 5 — Exemplo de andlise dos dados de uma célula a fim de determinar sua resposta frente
a mudanca de um comportamento A para outro comportamento B durante a condicéo do gato
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Neste exemplo, o rato realiza a Transicdo de Comportamento Unica (TCU) A-B trés vezes. Para
cada TCU, a atividade da célula, medida em intervalos de 100ms, € isolada para os 4 segundos
finais do comportamento A (representado por 10 quadrados amarelos, quando de fato foram 40
pontos) e 4 segundos iniciais do comportamento B (quadrados roxos). A partir do conjunto de
valores de atividade durante o final do comportamento A obtém-se uma média do perfil de atividade
da célula neste momento (os 10 quadrados amarelos mais escuros), e 0 mesmo é obtido para o
inicio do comportamento B (quadrados azuis escuros). Esses valores médios obtidos de antes e
depois da transicdo comportamental representam a Transicdo Comportamental Unica Média
(TCUM) A-B para esta célula durante a condicao do gato. Os valores desta TCUM sdo testados uns
contra 0s outros e, em caso positivo, significa que esta célula durante a condi¢éo do gato é sensivel
a iniciagdo comportamento B a partir do comportamento A. Fonte: o autor (2018).
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3 RESULTADOS

3.1 Laminas histoldgicas

Figura 6 — Localizacdo da ponta dos tetrodos identificados a partir da técnica de Nissl
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(Figura na péagina anterior). A coordenada antero-posterior (AP) de cada corte esta identificada a
partir do bregma (). Quadrados (m) indicam tetrodos que atingiram as i/dISC, enquanto tridngulos
(A) indicam tetrodos que atingiram a dPAG. Para facilitar visualizagéo, os pontos de entrada foram
indicados somente em um dos lados do corte. AQ: Aqueduto do mesencéfalo; csc: comissura do
coliculo superior; dmPAG: coluna dorsomedial da matéria cinzenta periageudutal; dIPAG: coluna
dorsolateral da matéria cinzenta periaquedutal; VIPAG: coluna ventrolateral da matéria cinzenta
periaquedutal; SC: coliculo superior; aSC, bSC e c¢SC: subdivisdes das camadas intermediarias e
profundas do coliculo superior. Fonte: adaptado de Swanson (2004).

A Figura 6 mostra os pontos de entrada dos tetrodos que coletaram células da
dPAG e das i/dISC. De forma geral, a diferenca entre as regifes atingidas foi clara,
com algumas células beirando o limiar entre as duas estruturas citadas. Os tetrodos
considerados para a dPAG foram aqueles que atingiram a coluna dorsal e dorsolateral
da estrutura, bem como um tetrodo na regido da comissura do coliculo superior (csc),
cuja ponta estava em contato com o limiar da dPAG. Os tetrodos considerados para
as i/dISC foram todos aqueles abaixo da camada superficial da estrutura, que ficaram

concentrados na regidao medial.

3.2 Andlise da atividade celular

O resultado das andlises da variacdo da atividade celular em funcdo da
condicdo, comportamento, posicdo e velocidade do animal serdo apresentadas a
seguir, em suas respectivas secdes. Os testes de hipétese (Mann-Whitney U) e
correlacdo (coeficiente de Spearman) realizados anteriormente serviram para
classificar uma dada célula como responsiva ou ndo a uma dada condicao,
comportamento, posicdo no aparato, ou velocidade no aparato. As sec¢des a seguir
vao discutir o resultado dessas classificagfes para as 39 células da dPAG e as 44
células das i/dISC e, em cima desses resultados, realizar analises adicionais de
carater mais qualitativo e descritivo para chegar a novas conclusdes.

Essas analises qualitativas serdo apresentadas separadamente para a dPAG
e as i/dISC, destacando as similaridades e diferencgas entre as células dessas regides.
Ao final, uma ultima secdo ird agrupar todas as possiveis funcdes das células
analisadas (responsividade a condicdo, comportamento, posi¢cédo ou velocidade) de
modo a tentar tracar um perfil global das regides neuroanatdémicas que foram alvo

deste estudo.
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3.2.1 Atividade celular vs. condi¢cdo experimental

Os dados organizados a seguir mostram a quantidade de células responsivas
a uma condicdo experimental (confinamento, novidade, gato e contexto) em relacdo a
condicao do registro basal. Além disso, toda vez que uma célula foi significativamente
responsiva a uma dada condicao, foi calculado quantas vezes a atividade celular desta
célula variou em relacdo a sua atividade no registro basal. Essa variagdo foi obtida
calculando a razéo: [atividade celular média ao longo da condigdo experimental em

guestao / atividade celular média ao longo do registro basal].

Atividade celular e confinamento (dPAG). 10 das 39 células da dPAG apresentaram
mudanca significativa de atividade no confinamento em relagc&o ao registro basal (p <
3,03 x 10%). 9 das 10 células aumentaram de atividade (1,23x até 7,42x da atividade
basal média), e 1 das 10 células mostrou diminuicdo de atividade (0,6x da atividade

basal média).

Atividade celular e confinamento (i/dISC). 10 das 44 células das i/dISC
apresentaram mudanca significativa de atividade no confinamento em relacdo ao
registro basal (p < 1,04 x 104). 6 das 10 células aumentaram de atividade (1,23x até
5,23x da atividade basal média), e 4 das 10 células mostraram diminuicao de atividade
(0,53x até 0,8x da atividade basal média).

Atividade celular e novidade (dPAG). 13 das 39 células da dPAG apresentaram
mudanca significativa de atividade durante a novidade em relagdo ao registro basal (p
< 1,58 x 104). 12 das 13 células aumentaram de atividade (1,2x até 4,5x da atividade
basal média), e 1 das 13 células mostrou diminuicdo de atividade (0,5x da atividade

basal média).

Atividade celular e novidade (i/dISC). 9 das 44 células das i/dISC apresentaram
mudanca significativa durante a novidade em relagéo ao registro basal (p < 1,03 x 10
4). 8 das 9 células nas i/dISC aumentaram de atividade (1,35x até 8,44x da atividade
basal média), e 1 das 9 células mostrou diminuicdo de atividade (0,66x da atividade

basal média).
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Atividade celular e 0 gato (dPAG). 25 das 39 células da dPAG apresentaram
mudanca significativa de atividade durante o gato em relacéo ao registro basal (p <
1,51 x 10'4). 21 das 25 células aumentaram de atividade (1,22x até 22,28x da atividade
basal média, com um valor bem acima do resto de 99,48x), e 4 das 25 células

mostraram diminuicao de atividade (0,43x até 0,84x da atividade basal média).

Atividade celular e o gato (i/dISC). 26 das 44 células das i/dISC apresentaram
mudanca significativa de atividade durante o gato em relagéo ao registro basal (p <
2,05 x 104). 9 das 26 células aumentaram de atividade (1,63x até 3,89x da atividade
basal média, com um valor bem acima do resto de 11,5x), e 17 das 26 células

mostraram diminuicdo de atividade (0,01x até 0,65x da atividade basal média).

Atividade celular e o contexto predatéorio (dPAG). 15 das 39 células da dPAG
apresentaram mudanca significativa de atividade durante o contexto predatério em
relacdo ao registro basal (p < 1,48 x 104). 12 das 15 células aumentaram de atividade
(1,26x até 18,23x da atividade basal média, com um valor bem acima do resto de
63,09x), e 3 das 15 células mostraram diminuicdo de atividade (0,15x até 0,73x da

atividade basal média).

Atividade celular e o contexto predatério (i/dISC). 19 das 39 células das i/dISC
apresentaram mudanca significativa de atividade durante o contexto predatorio em
relacdo ao registro basal (p < 1,78 x 10%). 11 das 19 células das i/dISC aumentaram
de atividade (1,7x até 6,84x de atividade basal média, com um valor bem acima do
resto de 66,7x), e 8 das 19 células mostraram diminuicéo de atividade (0,12x até 0,48x
da atividade basal media).

Para verificar o efeito de uma dada condicdo experimental nas regides
neuronanatdomicas estudadas, pode se levar em conta tanto o niumero de células que
reagiu significativamente (medido em propor¢cdo), quanto a variacdo da atividade
celular de cada célula em relacdo ao registro basal (medida pela razdo da atividade
celular na condicdo experimental pela atividade celular na condigdo basal). Ambos
esses parametros serdo discutidos a seguir, e ambos estdo resumidos na Tabela 1,
separados para as células que aumentaram de atividade e para as células que

reduziram de atividade. Note que, devido ao fato das razGes de atividade celular
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variarem em escala tdo grande de célula para célula, decidiu-se representar na Tabela

1 o valor da mediana do grupo (valor central), ao invés da média aritmética.

Tabela 1 — Caracteristicas de resposta da dPAG e das i/dISC para as condicBes experimentais

Células que aumentaram de atividade Células que reduziram de atividade
Condicdes dPAG i/dISC dPAG i/dISC

Experimentais % do total razdo de |% dototal razdo de |% do total razdo de |% do total razdo de
de células aumento |de células aumento |de células reducdo |de células reducao

Confinamento 23% 2,68 14% 2,10 3% 0,60 9% 0,58
Novidade 31% 2,32 18% 1,94 3% 0,50 2% 0,66
Gato 54% 4,78 20% 2,99 10% 0,64 39% 0,21
Contexto 31% 2,16 25% 2,65 8% 0,45 18% 0,37

Tabela que indica, em porcentagem, quantas células de uma dada regido responderam para as
condicdes experimentais avaliadas em relacéo a condic&o basal. E indicado também a mediana da
razdo de aumento ou da razdo de reducéo da atividade celular. Esta razéo € calculada pela média
de atividade da célula na condi¢&o experimental avaliada dividida pela média de atividade da célula
na condicdo basal. A mediana indica o valor central destas razdes, que foram calculadas para os
grupos de células que responderam significativamente. A tabela é dividida entre as células que
mostraram aumento de atividade e as que mostraram reduc¢éo da atividade. Fonte: o autor (2018).

Em termos de efeitos das condicfes em cada regido, a dPAG parece ser mais
responsiva ao gato em numero de células (64% das células com resposta
significativa), seguido do contexto (38%), novidade (33%) e confinamento (26%). A
grande maioria das células responsivas da dPAG reagiram aumentando sua
atividade celular, seja no gato (54% de células que respondem aumentando atividade
/l 10% com reducao), no contexto (31% // 8%), na novidade (31% // 2%) ou no
confinamento (23% // 3%). Finalmente, o valor de mediana das células que
aumentaram atividade na dPAG em relacéo ao registro basal foi maior durante o gato
(4,78x), seguido do confinamento (2,68x), novidade (2,32x) e contexto (2,16x). Para a
minoria de células da dPAG que reduziu sua atividade diante das condicfes
experimentais, a variagdo de intensidade verificada pela mediana ficou em torno de
0,45x a 0,6x da condicao basal.

Para as células das i/dISC, estas também foram mais responsivas ao gato em
namero de células (59% das células com resposta significativa), seguidas do contexto
(43%), confinamento (23%) e novidade (20%). Em termos do balanco entre células
que aumentaram de atividade e aquelas que diminuiram, as i/dISC tiveram um

panorama mais heterogéneo do que a dPAG, variando de condicédo para condicao.



58

Para a condicdo de confinamento e contexto nas i/dISC, houve uma quantidade
ligeiramente maior de células que aumentaram de atividade em relacdo as que
reduziram (confinamento: 14% aumento // 9% diminui¢ao, contexto: 25% // 18%). Para
a condicdo de novidade, a proporcao de células que aumentou de atividade foi muitas
vezes maior do que a proporcédo que reduziu (18% // 2%). Ja para a condi¢cao do gato,
diferencialmente, houve mais células que reduziram de atividade do que aumentaram
(20% // 39%). O valor de mediana das células que aumentaram de atividade nas i/dISC
foi maior no gato (2,99x), seguido do contexto (2,65x), confinamento (2,10x) e
novidade (1,94x). O valor de mediana das células que reduziram de atividade nas
i/dISC foi menor no gato (0,21x), seguido do contexto (0,37x), confinamento (0,58x) e
novidade (0,66Xx).

A fim de permitir comparar adequadamente os efeitos das condigdes
experimentais nas regides neuroanatbmicas estudadas, € preciso integrar as
informacdes de quantidade de células que responderam a uma condicdo com a
informacdo da variagdo da atividade destas células na condicdo. Isto foi feito na
Figura 7 a partir de um célculo simples de média ponderada usando os valores

colocados na Tabela 1. O calculo foi feito a partir da seguinte formula:

E.C.=(f.c.r. x ma.c)+[(1—f.c.r.) x1]

Onde:

E.C. = Efeito da Condicao
f.c.r. = fracéo de células responsivas

m.a.c. = mediana da atividade celular

Essa formula permite calcular o efeito de uma dada condi¢cdo na dPAG ou nas
i/dISC, tanto para as células que aumentaram de atividade quanto para aquelas que
reduziram. O valor obtido E.C. € um valor simbdlico que indica quantas vezes a
atividade de uma célula na dPAG ou nas i/dISC teria variado na condi¢do observada
em relacdo a condicédo basal, caso essa variacao de atividade tivesse afetado todas
as células da regido. Essa variacdo é calculada a partir de uma ponderacdo da

mediana, e ndo da média, devido a grande variabilidade no modo como cada célula
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muda de atividade. Sendo assim, o valor de E.C. € usado neste estudo como um
indicador do efeito global de uma dada condic&o nas regides estudadas, levando em

conta quantas células foram ativadas e a intensidade de ativacéo destas células.

Figura 7 — Grafico de barras mostrando valor estimado do Efeito da Condigdo na dPAG e nas
i/dISC, para células com aumento e diminuicdo de atividade
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A. Grafico mostrando o efeito de aumento de atividade celular, ponderado para todas as células da
dPAG e das i/dISC. B. Gréafico mostrando o efeito de reducdo de atividade celular, ponderado para
todas as células da dPAG e das i/dISC. Fonte: o autor (2018).

Os resultados obtidos indicam que, para ambas as regides, a condicdo que
produz respostas mais intensas € a condicdo do gato, mas de modos diferentes.
Como é possivel ver na Figura 7A, para as células que aumentaram de atividade na
dPAG, o E.C. vale em torno de 3,04x do valor basal, em contraste com os valores das



60

outras condicdes que ficaram estimados entre 1,35x~1,4x do valor basal. Entretanto,
para as células que aumentaram de atividade nas i/dISC, ndo pareceu haver grande
diferenca entre as condi¢des, com E.C. estimado entre 1,15x~1,41x. Na Figura 7B é
possivel ver que, para as células que diminuiram de atividade na dPAG, o efeito global
da diminuicdo foi praticamente negligenciavel, variando entre 0,95x~0,98x ao longo
das condi¢des. O efeito de diminuicéo nas i/dISC, por sua vez, foi bem intenso no
gato, atingindo o patamar de 0,69x, e um pouco menos intenso no contexto, atingindo
valor de 0,88x. Nas condi¢des de confinamento e novidade o efeito de reducao foi
muito baixo, ficando entre 0,96x e 0,99x. No Apéndice A estes resultados estdo
apresentados de outra maneira, na forma de um heat map.

A partir desses dados, é possivel tirar duas conclusdes principais: (i) as células
da dPAG, de maneira global, respondem de forma mais intensa para o estimulo do
predador, com um aumento de atividade celular; e (ii) as células das i/dISC, de
maneira global, também respondem de forma intensa para o estimulo do predador,
mas com diminui¢cdo de sua atividade celular. Para as outras condi¢des, as regides
neuroanatémicas respondem de forma mais préxima entre si, com excec¢ao das i/dISC
no contexto, onde ha uma certa reducédo de atividade celular, menos intensa do que
durante o gato.

Finalmente, uma ultima questéo nesta parte da analise é se uma célula que se
mostrou responsiva a um certo tipo de efeito (o gato, por exemplo), tinha mais chance
de responder para um outro tipo de efeito (0 contexto, por exemplo). Para averiguar
essa possibilidade, aplicamos o Teste Exato de Fisher para cada par de combina¢es
de condicdes possivel, considerando a = 0,05. Este teste indica qudo maior é a chance
de, por exemplo, uma célula de confinamento também ser uma célula de novidade em
contraste com uma célula que nao € de confinamento ser de novidade. Os valores
obtidos dessas razdes e os valores de p associados estdo colocados na Tabela 2,
tanto para a dPAG como para as i/dISC. Como é possivel ver a partir dos valores
tabelados, foram obtidas consideravelmente mais interacdes para as células da dPAG
do que para as células das i/dISC. Na dPAG: uma célula que respondeu ao
confinamento tinha mais chance de responder ao gato e ao contexto; uma célula que
respondeu a novidade tinha mais chance de responder ao gato; e uma célula que
respondeu ao gato tinha mais chance de responder ao contexto. Todas as reciprocas
também séo verdadeiras. Ja para as i/dISC, a Unica interacdo foi que células que

responderam ao gato tinham mais chance de responder ao contexto (e vice-versa).
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Tabela 2 — Chance de duas condi¢des experimentais interagirem

Confinamento Novidade
dPAG i/dISC dPAG i/dISC
Chance p-valor | Chance p-valor | Chance p-valor | Chance p-valor
Confinamento - - - - 1,48 0,704 2,00 0,402
Novidade 1,48 0,704 2,00 0,402 - - - =
Gato o0 0,007 1,44 0,724 5,89 0,041 1,50 0,716
Contexto 6,13 0,027 1,43 0,723 3,06 0,164 1,07 1,000
Gato Contexto
dPAG i/dISC dPAG i/dISC
Chance p-valor | Chance p-valor | Chance p-valor | Chance p-valor
Confinamento o0 0,007 1,44 0,724 6,13 0,027 1,43 0,723
Novidade 5,89 0,041 1,50 0,716 3,06 0,164 1,07 1,000
Gato - - - - 6,50 0,164 19,25 0,000
Contexto 6,50 0,038 19,25 0,000 = - = =

Tabela que indica a razéo da chance de duas condi¢gBes experimentais interagirem em comparacao
a elas nao interagirem, calculada pelo Teste Exato de Fisher. Os valores em vermelhos tiveram p <
0,05. Fonte: o autor (2018).

3.2.2 Atividade celular vs. comportamento

Nesta secédo, quatro questdes diferentes seréo abordadas. Tais questdes séo:
1) de que forma o repertério comportamental dos grupos de animais da dPAG e das
i/dISC variou entre as condi¢des; 2) quantas células mostraram-se sensiveis as
Transicbes Comportamentais Unicas Médias (TCUMs) e durante quais condi¢des; 3)
vendo as células que responderam as TCUMs, quais dentre elas respondiam mais a
alguma TCUM em particular em uma dada condicdo especifica; e, finalmente, 4) de
gue forma a atividade das células que respondiam a TCUMs se alterou para cada

TCUM em patrticular (se havia ou ndo um padréo de alterag&o).

1) O repertdrio comportamental apresentado durante as condi¢des. O repertorio
comportamental apresentado pelos animais variou notavelmente entre as condicoes,
tanto para o grupo da dPAG quanto para o grupo das i/dISC. Até a apresentacéao do
gato, os animais de ambos 0s grupos so realizaram comportamentos exploratorios e
outros comportamentos néo relacionados a respostas de medo (descansar, se cogatr,
se assear). Durante a condi¢do do gato e durante o contexto, o repertério mudou de
modo a ser formado principalmente por comportamentos de defesa (congelamento,
avaliacao de risco, fuga), sendo que congelamento foi o comportamento mais comum

durante o gato, e avaliacéo de risco 0 comportamento mais comum durante o contexto,
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em ambos os grupos. A Figura 8 mostra estes dados em forma gréfica tanto para o

grupo de animais da dPAG (n = 7) quanto para o grupo das i/dISC (n = 4).

Figura 8 — Gréfico de barras mostrando o tempo de expresséo dos comportamentos em
porcentagem, na dPAG e nas i/dISC
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A. Gréfico mostrando quanto do tempo de uma dada condi¢cdo experimental, em média, o grupo de
animais da dPAG executou cada comportamento. B. Grafico mostrando quanto do tempo de uma
dada condicdo experimental, em média, o grupo de animais das i/dISC executou cada
comportamento. Fonte: o autor (2018).
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2) A sensibilidade das células da dPAG e das i/dISC para TCUMs. A alteracdo de
atividade celular foi verificada para as diversas TCUMs calculadas. Isto €, se 0 animal
mudava de um comportamento A para outro comportamento B, foi visto se a atividade
da célula 4 segundos antes da mudanca foi diferente da atividade da célula 4
segundos logo depois da mudanca. Isto foi verificado para cada célula dentro de cada
uma das cinco condi¢cdes avaliadas. Sendo assim, € possivel que uma célula que
tenha alterado sua atividade durante uma ou mais TCUMs em uma dada condi¢céo
(por exemplo, o gato) ndo altere sua atividade em outra condi¢do (por exemplo, o
contexto). Evidentemente, também é possivel que a mesma célula se mostre sensivel
a uma ou mais TCUMs em mais de uma condicao.

No total, 12 das 39 células da dPAG (31% do total) apresentaram alteracao de
atividade celular em pelo menos uma TCUM para pelo menos uma das cinco
condicdes avaliadas (para cada TCUM: p < 7,24 x 107°), enquanto as 27 células
restantes nao alteraram sua atividade para qualquer TCUM, em qualquer uma das
condic¢des. O perfil de resposta dessas 12 células esta detalhado no Quadro 2.

Como é possivel observar pelo quadro, uma propor¢édo pequena das células da
dPAG se mostrou sensivel a TCUMs nas condi¢des basal (5% do total de 39 células),
confinamento (5%), e novidade (3%). J& nas condicbes de gato (15%) e contexto
(23%), uma proporcdo maior se mostrou responsiva. Adicionalmente, 5 das 6 células
que se mostraram sensiveis a TCUMs durante o gato também se mostraram sensiveis
durante o contexto. Similarmente, 5 das 9 células que se mostraram sensiveis a
TCUMs no contexto também foram sensiveis durante o gato. Isso indica que a chance
de uma célula responder durante o gato e novamente durante o contexto esta
vinculada e, portanto, a resposta comportamental durante estas condi¢cdes é
caracteristica de um grupo especifico de células. Tomando esses dados em conjunto,
podemos concluir que as células da dPAG sao mais responsivas a comportamentos
durante condi¢gBes de alto risco, e que a sensibilidade a mudanga comportamental
nestas condi¢Oes de alto risco é caracteristica de um subgrupo especifico de células
dentro desta regiéo.

Para as i/dISC, 18 das 44 células (41%) mostraram alteracdo de atividade
celular de forma significativa em pelo menos uma TCUM para pelo menos uma das
cinco condi¢cGes experimentais avaliadas (para cada TCUM: p < 6,93 x 10°), enquanto

26 células restantes nao alteraram sua atividade para qualquer TCUM, em qualquer
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uma das condicdes. O perfil de resposta dessas 18 células também esta detalhado no

Quadro 2.
Quadro 2 — Células da dPAG e das i/dLSC responsivas a comportamento
Células na dPAG responsivas a comportamento

# Célula Basal Confinamento Novidade Gato Contexto
1 (XXX J (X )
2 . °
3 °
4
5 [ ] [ ] (X )
6
7 (X ) °
8 °
9 o0
10 [ eoe
11
12 . °

% do Total 5% 5% 3% 15% 23%

Células nas i/dISC responsivas a comportamento
# Célula Basal Confinamento Novidade Gato Contexto

1 ° °
2 . o0
3 o0 ° (X ] ° o0
4 (X ] L] [ ] (X J [ ]
5
6 °
7 (1)
8
9 (X} (1) (X} 0000
10 °
11 °
12 ° 'Y
13 °
14 ° o0
15 o0
16 o0
17 o0 ° (X o0
18 ° [ X ) °

% do Total 18% 18% 16% 27% 18%

Quadro mostrando células da dPAG e das i/dISC que tiveram alteracao significativa de sua atividade
celular durante uma dada Transicido Comportamental Unica Média (TCUM), representadas pelo
circulo preenchido (e). A presenca de mais de um circulo na mesma condig&o indica resposta a
mais de uma TCUM (por exemplo, resposta para a transi¢cdo exploracao-outros e para a transicao
fuga-congelamento). De modo similar, a mesma célula pode responder a transicdes
comportamentais em uma dada condicdo e ndo responder em outras. No final esta indicado o
percentual, por condicdo, que essas células representam do total das células da dPAG ou das
i/dISC. Fonte: o autor (2018).

E possivel observar neste quadro que a proporcdo de células sensiveis a
TCUMs nas i/dISC ndo parece se alterar tanto entre as condicbes, com 18% das

células sensiveis durante o registro basal, 18% no confinamento, 16% na novidade,
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27% no gato e 18% no contexto. De fato, parece haver um ligeiro aumento de resposta
durante a condicdo do gato, somente. Além disso, as células das i/dISC que
respondem a TCUMs em uma condicdo parecem ter chances maiores de
responderem a TCUMs em outra condi¢ao. Isso pode ser visto pelo fato que somente
4 das 18 células responsivas a TCUMs apresentam resposta durante uma unica
condicdo. Tomando esses dados em conjunto, podemos concluir que as células das
i/dISC n&o apresentam preferéncia de resposta comportamental a uma condig&o, com
excecao do gato em que ha pequeno aumento da resposta, e que a sensibilidade para
mudanc¢as comportamentais do animal é caracteristica de um subgrupo especifico de

células dentro desta regiao.

3) Tipos de TCUM para as quais as células da dPAG e das i/dISC foram sensiveis.
Em termos de quais tipos de TCUMs foram realizadas, isso variou de condicdo para
condicdo, visto que os comportamentos de defesa s6 foram iniciados pelos animais a
partir da condicdo do gato, tanto para o grupo de animais da dPAG quanto para o
grupo das i/dISC (Figura 8). Na dPAG, para as condi¢cdes de baixo risco (basal,
novidade e confinamento), o rato apenas alternou entre comportamentos exploratorios
e outros comportamentos ndo defensivos. Ja durante o gato, 67% das TCUMs
corresponderam a transicdes em que o rato iniciava um comportamento de defesa
(congelamento, avaliagédo de risco ou fuga), enquanto 33% das vezes ele iniciava
comportamentos ndo defensivos. Propor¢cdes similares foram encontradas para o
contexto (64% // 36%). Isto indica que o aumento da responsividade a transi¢cdes
comportamentais na dPAG durante as condicbes de alto risco esta relacionado a
apresentacao de comportamentos defensivos. A Figura 9A sintetiza as informacodes
sobre TCUMs em cada condicao, na dPAG.

Notavelmente, as células das i/dISC ndo parecem ter uma preferéncia de
resposta para alguma TCUM em particular. Durante as condi¢des de baixo risco, elas
responderam de modo bem equilibrado para as TCUMs de comportamentos nao-
defensivos e, durante as condi¢cdes de alto risco, responderam mais para TCUMs
defensivas. Essas respostas celulares mantiveram-se préximas das mesmas
propor¢des, como pode ser visto pelo tamanho similar das se¢cdes em cores na Figura
9B, e pelo fato que nenhum comportamento iniciado (circulo medial da Figura 9B)
parece ocupar muito mais espaco que os demais, com excec¢ao da avaliacao de risco

durante o contexto, que representou 59% de todos os comportamentos iniciados.
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(Figura na pagina ao lado). Graficos concéntricos indicando a relagdo entre as transicGes
comportamentais e as condi¢cdes experimentais na dPAG (A) e nas i/dISC (B). Para ler o grafico,
comece nos circulos de dentro e va lendo para fora. Indo de dentro para fora temos: as condi¢des
avaliadas, seguido dos comportamentos iniciados numa dada condicdo, seguido dos
comportamentos que precederam um dado comportamento iniciado. Por exemplo, na Figura 9A,
na condicao de Confinamento, em cinza-claro, 0 comportamento “Outro” foi iniciado a partir do
comportamento de “Exploracdo”. Ainda na Figura 9A, na condicdo de Gato, em azul mais escuro,
0 comportamento de “Fuga”foi iniciado a partir, em parte, do comportamento de “Exploragdo” e, em
parte, do comportamento de “Avaliacdo de Risco”. Nestes gréaficos, quanto maior uma secao de um
dado circulo, maior é a parte que ela representa. Por exemplo, é possivel observar para a Figura
9A que o maior nimero de TCUMs significativas estava no Contexto e que o comportamento de
“Avaliacdo de Risco” foi 0 mais iniciado dentro do Contexto. Bas.: Registro Basal, Conf.:
Confinamento; Nov.: Novidade; Ctex.: Contexto; Expl.: Exploragdo; Out.: Outro; Ava. Ris.:
Avaliacé@o de Risco; Cong.: Congelamento. Fonte: o autor (2018).

4) Padrao de alteracao de atividade das células da dPAG e das i/dISC para um
dado tipo de TCUMs. Uma ultima questéo referente ao perfil de atividade dessas
regides e o comportamento é se havia alguma consisténcia no modo como a atividade
das células mudava quando o rato iniciava um novo comportamento. De fato, tal
padrdo parece ser visto para alguns comportamentos, tanto na dPAG quanto nas
i/dISC. Para cada TCUM significativa, foi visto se houve um aumento da atividade da
célula quando o novo comportamento foi iniciado ou uma diminuicdo da atividade da
célula. O perfil encontrado para a dPAG e para as i/dISC esta apresentado de forma
grafica na Figura 10. Em ambas as regifes dois comportamentos apresentam uma
certa consisténcia: o comportamento de congelamento e o grupo de comportamentos
nao defensivos que excluia exploracdo (chamado de “outro”). Nestes dois
comportamentos, pareceu haver uma consistente reducao de atividade celular a partir
de comportamentos precedentes, que em sua maioria foram os comportamentos de
avaliacdo de risco e exploracdo, respectivamente. Outra caracteristica interessante
observada para ambas as regides é que, quando o comportamento de avaliagdo de
risco era iniciado, a célula tendia a aumentar de atividade se o comportamento
precedente fosse congelamento.

Estes resultados indicam que o tipo de mudanca na atividade celular (aumento
ou reducédo de atividade) para as células responsivas a TCUMs esta correlacionado
com a TCUM observada, em alguns casos. Congelamento iniciado a partir de
avaliacdo de risco leva a reducéo de atividade, assim como outros comportamentos
nao defensivos iniciados a partir de exploracao. Avaliacéo de risco iniciada a partir de
congelamento, por sua vez, leva a aumento de atividade. Essa correlagéo indica que
o nivel de atividade celular esta relacionado com o novo padrdo motor selecionado,

nao s6 meramente a uma mudanca ente padrdes motores.
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Figura 10 — Caracteristica da alteracdo de atividade celular para TCUMs

Alteracdo de atividade celular para TCUMs - dPAG
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(Figura na péagina ao lado). Graficos concéntricos indicando a relacdo entre alteracdo da atividade
celular e TCUM observada na dPAG (A) e nas i/dISC (B). Para ler o gréafico, comece nos circulos
de dentro e véa lendo para fora. Indo de dentro para fora temos: os comportamentos que foram
iniciados, seguido de qual foi a mudanca observada na atividade celular, seguido do comportamento
gue precedeu o comportamento iniciado. Por exemplo, na Figura 8A, a sec¢ao cinza claro indica que
qgquando o animal iniciava o comportamento de “Avaliagdo de Risco” (circulo interno), havia
principalmente um aumento de atividade celular (circulo médio) a partir de dois comportamentos
distintos: “Congelamento” e “Outro” (circulo externo). Havia também neste caso uma reducao de
atividade celular (circulo médio) quando o comportamento era iniciado a partir do comportamento
de “Fuga” ou “Congelamento” (circulo externo). Nestes graficos, quanto maior uma secdo de um
dado circulo, maior é a parte que ela representa. Por isso é possivel concluir, tanto para a Figura
8A como para a Figura 8B, que o comportamento de “Congelamento” (em amarelo), quando
iniciado, esta correlacionado principalmente com reducado na atividade celular (porgdo do circulo
médio com secdo maior) a partir do comportamento de “Avaliagdo de Risco” (por¢éo do circulo
externo com sec¢do maior). Expl.: Exploracéo; Out.: Outro; Ava. Ris.: Avaliagdo de Risco; Cong.:
Congelamento. Fonte: o autor (2018).

Figura 11 — Exemplos de peri-histogramas de células responsivas a TCUMs

Gato (Avaliacdo de Risco - Congelamento) Contexto (Avaliacéo de Risco 2 Fuga)
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Peri-histogramas de atividade celular (medida pela frequéncia em Hz) 4 segundos antes e 4 segundos
depois de uma dada mudanca de comportamento. A. TCUM Avaliacdo de Risco = Congelamento de
uma célula da dPAG, durante o gato. B. TCUM Avaliacdo de Risco = Fuga de uma célula da dPAG,
durante o contexto. C. TCUM Avaliacdo de Risco = Congelamento de uma célula das i/dISC, durante
0 gato. D. TCUM Exploracdo = Avaliacédo de Risco de uma célula das i/dISC, durante o contexto. Fonte:

0 autor (2018).
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Para exemplificar os casos de TCUMs onde um padrdo parece ter sido
encontrado (como Avaliagdo de Risco = Congelamento), a Figura 11 traz peri-
histogramas do comportamento de algumas células sensiveis a TCUMs tanto na
dPAG como nas i/dISC.

3.2.3 Atividade celular vs. posicao e velocidade

Atividade celular na dPAG e posicdo. 24 das 39 células (62%) na dPAG
apresentaram correlacdo com a posicao do animal no aparato em pelo menos uma
das condicdes verificadas (p < 3,21 x 104). A posicéo foi medida como distancia da
caixa de estimulos, logo, correlacdes positivas com esta variavel indicam que a célula
disparava mais quanto mais longe do estimulo, e correlacées negativas indicavam o
contrario. O numero de células que apresentou correlacédo por condicao foi: 3 células
no registro basal, 3 na novidade, 11 durante o gato e 13 durante o contexto. A mesma
célula podia se correlacionar com posi¢cao em mais de uma condicéo, e isto aconteceu
em alguns casos. Nas condicbes de gato e contexto, as correlagdes positivas
superaram as negativas em uma proporgao pouco maior que 2:1, enquanto que na
novidade houve somente correlacbes negativas, e no registro basal as proporcdes
ficaram mais préximas. O valor médio dos coeficientes de Spearman (p) para as
correlacdes positivas durante o gato e o contexto foi moderado (0,48 e 0,52), e um
pouco mais fraco para correlacbes negativas (-0,37 e -0,48). Estes dados estao
organizados na Tabela 3.

O gue os resultados indicam € um aumento da quantidade de correlacdes entre
atividade celular e posicdo durante as condi¢cdes de gato e contexto predatorio. A
correlacdo vai no sentido de aumento de atividade celular quanto mais distante do
estimulo. Em contrapartida, na novidade, h4 o efeito oposto de aumento de

correlacdes de atividade celular conforme maior proximidade do estimulo.

Atividade celular nas i/dISC e posigcdo. 23 das 44 células (52%) das i/dISC
apresentaram correlacdo com a posi¢cao do animal no aparato em pelo menos uma
condicdo (p < 2,78 x 10%). O nimero de células que apresentou correlagdo por
condicao foi: 6 células no registro basal, 2 células na novidade, 7 células durante o

gato e 16 células durante o contexto. As correlagdes com posicao foram ligeiramente
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diferentes nas i/dISC: nas condicado basal houveram mais correlacbes negativas do
que positivas (5% de todas as 44 células com correlacdes positivas, contra 9% com
correlagdes negativas); na novidade, assim como na dPAG, houve somente
correlagdes negativas; no gato as correlagcdes positivas mantiveram-se em proporgcéao
de 2:1 em relacdo as negativas; e no contexto observou-se o mesmo numero de
células com correlacdes positivas e negativas. O valor médio dos coeficientes de
Spearman para correlagdes positivas no gato e contexto também foi moderado (0,44
e 0,43) e um pouco mais fraco para correlacdes negativas (-0,36 e -0,41). Esses dados
também estéo colocados na Tabela 3.

Diferentemente da dPAG, o aumento na quantidade de correlacdes entre
atividade e celular e posicao para as células das i/dISC, quando comparado com a
condicdo basal, acontece somente durante o contexto predatério. A correlacdo
também aqui vai no sentido de aumento de atividade celular conforme aumenta a
distancia do estimulo, com excecdo da novidade. Vale notar que, apesar do numero
de células com correlacdes no gato e no registro basal ser parecido, no registro basal
a proporcao de correlacdes positivas e negativas foi de 1:2 e no gato foi de 2:1.

Tabela 3 — Correlacdes entre atividade celular e posi¢éo do animal no aparato

Células correlacionadas positivamente Células correlacionadas negativamente
Condicoes dPAG i/dISC dPAG i/dISC
Avaliadas % do total média de |% do total média de |% do total média de |% do total média de
de células p de células p de células p de células p
Basal 5% 0,36 5% 0,33 3% -0,49 9% -0,36
Novidade - - - - 8% -0,37 5% -0,45
Gato 21% 0,48 11% 0,44 8% -0,37 5% -0,36
Contexto 23% 0,52 16% 0,43 10% -0,48 16% -0,41

Para cada condicdo avaliada, € mostrado qual a proporcdo de células que se correlacionaram
positivamente e negativamente com a posi¢cdo do animal no aparato. Dentro de cada um desses
grupos, € mostrado a quantidade de células que apresentaram correlacdo, como uma porcentagem
do total de células da regiao, e o valor médio obtido do coeficiente de Spearman (p) para estas
células que apresentaram correlacéo. Fonte: o autor (2018).

Atividade celular na dPAG e velocidade. 33 das 39 células (85%) na dPAG
apresentaram correlagdo com a velocidade do animal no aparato em pelo menos uma
condigéo. Correlagdes positivas indicavam que quanto maior a atividade celular, maior

a velocidade do animal, correlacbes negativas indicavam o oposto. O namero de
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células que apresentou correlacéo por condicdo foi: 12 células no registro basal, 13
na novidade, 19 durante o gato e 23 durante o contexto. Em todas as condi¢des as
correlagBes foram principalmente positivas (26~54% das células), com correlacdes
negativas apresentadas somente por um menor niamero de células (3~5%) com
excecdo da condicdo do gato, onde houve um leve aumento das correlacbes
negativas (10%). O valor médio dos coeficientes de Spearman para correlacdes
positivas foi moderado (0,54 até 0,6). Para as condi¢des negativas, ele foi moderado
nas condic¢des de alto risco (-0,46 e -0,51) e mais fraco nas condi¢ces de baixo risco
(-0,37 e -0,38). Estes dados estdo organizados na Tabela 4.

Estes dados indicam que uma quantidade substancial de células da dPAG
apresenta correlagao da sua atividade com a velocidade do animal, com aumento de
correlagdes durante as condi¢cbes de alto risco. Notavelmente, ha um leve aumento

de correlacBes negativas entre atividade celular e velocidade durante a condicdo do

gato.
Tabela 4 — Correlacdes entre atividade celular e velocidade do animal no aparato
Células correlacionadas positivamente Células correlacionadas negativamente
Condicoes dPAG i/dISC dPAG i/dISC
Avaliadas 9% do total média de |% do total média de |% do total média de |% do total média de
de células p de células p de células p de células p
Basal 26% 0,56 20% 0,46 5% -0,37 7% -0,45
Novidade 31% 0,60 36% 0,44 3% -0,38 - -
Gato 38% 0,54 41% 0,53 10% -0,46 2% -0,39
Contexto 54% 0,55 34% 0,51 5% -0,51 - -

Para cada condicdo avaliada, € mostrado qual a proporcao de células que se correlacionaram
positivamente e negativamente com a velocidade do animal no aparato. Dentro de cada um desses
grupos, é mostrado a quantidade de células que apresentaram correlagdo, como uma porcentagem
do total de células da regido, e o valor médio obtido do coeficiente de Spearman (p) para estas
células que apresentaram correlacdo. Fonte: o autor (2018).

Atividade celular nas i/dISC e velocidade. 29 das 44 células das i/dISC (66%)
apresentaram correlagcdo com a velocidade do animal no aparato em pelo menos uma
condicdo. O numero de células que apresentou correlacéo por condicao foi: 12 células
no registro basal, 16 durante a novidade, 19 durante o gato e 15 durante o contexto.
Em todos os casos as correlagdes foram principalmente positivas, com aumento no

numero de correlagdes mais visivel durante o gato (41% de todas as 44 células). O
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valor médio dos coeficientes de Spearman para correlacdes positivas foi moderado
(0,46 até 0,53). Notavelmente, foram poucas as correlacdes negativas de forma geral,
apenas 4 células do total.

As células das i/dISC parecem mostrar uma leve preferéncia por condigdo
qguando correlacionadas com velocidade. Ha4 um aumento de correlacfes durante o
gato, tanto no niumero de células que se correlacionam com velocidade como no valor
médio do coeficiente de Spearman. Estes dados também estdo organizados na
Tabela 4. A Figura 12 traz exemplos graficos de algumas correlacdes entre atividade

celular e as variaveis discutidas nesta secao durante a condi¢do do gato.

Figura 12 — Graficos de correlacé@o entre posicao e velocidade dos animais com a atividade de quatro
células distintas
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Todas as correlagdes foram retiradas durante a condi¢éo do gato, e o valor do coeficiente de Spearman esta
indicado em vermelho. A e B representam células da dPAG, enquanto C e D representam células das i/dISC.
Fonte: o autor (2018).
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3.2.4 Interacdes entre caracteristicas celulares e resumo funcional das regides

Foi verificada a existéncia de possiveis interacfes entre as caracteristicas de

respostas celulares para condicdo, comportamento, posicao e velocidade, para a

guarta e quinta parte do protocolo experimental, que envolviam as condi¢cdes de gato

e contexto. Essas duas condi¢cdes foram escolhidas por evocarem maior parte da

atividade celular de ambas as regifes e por serem o foco deste trabalho. O método

utilizado foi o mesmo aplicado para verificar interagdes entre condi¢gdes, o Teste Exato

de Fisher, com a = 0,05. Brevemente, para a dPAG, nenhuma interacdo entre essas

caracteristicas foi verificada, tanto para o gato como para o contexto. Para as i/dISC,

durante o contexto, nenhuma interagdo foi verificada, e durante o gato foi visto

interacao positiva entre as células que respondiam ao gato e a velocidade. Isto é, uma

célula que indicava a condicdo do gato tinha mais chance de também apresentar

correlacdo com velocidade, e vice-versa. Esses dados estdo organizados na Tabela

5 e na Tabela 6, indicando a raz&o das chances de duas condi¢bes interagirem e 0

valor de p associado.

Tabela 4 — Chance de duas caracteristicas celulares interagirem na Parte 4 do protocolo

Gato Comportamento
dPAG i/dISC dPAG i/dISC
Chance  p-valor | Chance  p-valor | Chance  p-valor | Chance  p-valor
Gato - - - - 3,25 0,391 0,96 1,000
Comportamento 3,25 0,391 0,96 1,000 - - - =
Posicao 0,57 0,478 0,91 1,000 0,46 0,655 2,33 0,369
Velocidade 0,92 1,000 4,77 0,030 1,06 1,000 2,33 0,308
Posicéo Velocidade
dPAG i/dISC dPAG i/dISC
Chance  p-valor | Chance  p-valor | Chance  p-valor | Chance  p-valor
Gato 0,57 0,478 0,91 1,000 0,92 1,000 4,77 0,030
Comportamento 0,46 0,655 2,33 0,369 1,06 1,000 2,33 0,308
Posicéo - - - - 0,83 1,000 0,47 0,680
Velocidade 0,83 1,000 0,47 0,680 - - - -

Tabela que indica a razdo da chance de duas caracteristicas celulares interagirem em comparacao
a elas néo interagirem durante a quarta parte do protocolo (exposi¢éo ao gato). Valores calculados
pelo Teste Exato de Fisher. Valores em vermelhos indicam p < 0,05. Fonte: o autor (2018).
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Tabela 5 — Chance de duas caracteristicas celulares interagirem na Parte 5 do protocolo

Contexto Comportamento
dPAG i/dISC dPAG i/dISC
Chance  p-valor | Chance  p-valor | Chance  p-valor | Chance  p-valor
Contexto - - - - 1,43 0,716 0,14 0,111
Comportamento 1,43 0,716 0,14 0,111 - - - =
Posicéo 0,86 1,000 2,31 0,220 1,87 0,447 3,79 0,117
Velocidade 0,24 0,054 0,34 0,199 3,06 0,262 2,27 0,414
Posicéo Velocidade
dPAG i/dISC dPAG i/dISC
Chance  p-valor | Chance  p-valor | Chance  p-valor | Chance  p-valor
Contexto 0,86 1,000 2,31 0,220 0,24 0,054 0,34 0,199
Comportamento 1,87 0,447 3,79 0,117 3,06 0,262 2,27 0,414
Posicédo - - - - 3,33 0,169 0,82 1,000
Velocidade 3,33 0,169 0,82 1,000 - - - -

Tabela que indica a razéo da chance de duas caracteristicas celulares interagirem em comparacao
a elas ndo interagirem durante a quinta parte do protocolo (exposicdo ao contexto predatério).
Valores calculados pelo Teste Exato de Fisher. Valores em vermelhos indicam p < 0,05. Fonte: o
autor (2018).

Resumindo todos os dados de atividade celular nesta secéo, temos o seguinte

perfil para cada regiao:

dPAG. Levando em conta o Efeito de Condicdo, a dPAG responde de forma mais
intensa para o gato, e de forma similar para as outras condicdes. A resposta € vista
como grande aumento de atividade em uma grande parcela das células. Parece existir
interacdo entre as condi¢cdes de gato e confinamento, gato e contexto, gato e novidade
e confinamento e contexto, de modo que células que responderam a uma condicdo
tinham mais chance de responder a outra, e vice-versa. As células da dPAG mostram
aumento de correlagdes com TCUMs durante as condi¢des de gato e contexto, e este
aumento parece estar relacionado com uma maior resposta a comportamentos
defensivos. Existe uma consisténcia na resposta aos TCUMs, que envolve diminui¢cao
de atividade celular para o congelamento e para comportamentos nao defensivos nao
incluindo exploracéo, assim como um aumento de atividade celular para a avaliacéo
de risco a partir do congelamento. As células da dPAG apresentaram, de forma geral,
correlagdes positivas entre a sua atividade e a velocidade e posicdo do animal, com
valores médios de p variando de fracos a moderados. As Unicas excecdes notaveis
incluiram um leve aumento de correlagBes negativas com a velocidade durante o gato

e a auséncia de correlagdes positivas com a posicao durante a novidade.
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i/dISC. Considerando os Efeitos de Condicdo, as i/dISC respondem mais para a
condicéo do gato, seguido do contexto, seguido das demais condi¢cdes. A resposta &
vista predominantemente como diminuigdo da atividade celular, com uma intensa
diminuicao durante o gato e uma diminuicdo um pouco menor durante o contexto. Nao
pareceu haver um grande aumento de correlacdes com TCUMs entre as condicbes
observadas, com excecdo da condi¢cdo do gato, onde houve um leve aumento no
namero de correlagdes. Foi verificada uma consisténcia na resposta aos TCUMs de
diminuicao de atividade celular ao iniciar o comportamento de congelamento e outros
comportamentos ndo defensivos nado incluindo exploracdo, bem como aumento de
atividade celular para avaliacdo de risco a partir do congelamento. As células das
i/dISC apresentaram correlagcdes altamente positivas com a velocidade em todas as
condi¢cOes avaliadas. As correlagdes com a posicdo foram mais balanceadas, com
guantidades mais proximas de correlacdes positivas e negativas ao longo das
condi¢Bes, especialmente durante o contexto quando as proporcdes foram idénticas.

Os valores médios de p variaram de fracos a moderados.
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4 DISCUSSAO

4.1 Regido dorsal da Matéria Cinzenta Periaquedutal (dPAG)

Em se tratando da dPAG, a literatura mostra uma consistente correlacédo entre
a ativacdo desta regido do tronco encefalico com a apresentacdo de comportamentos
de defesa e outros sinais relacionados ao medo. De fato, quanto maior o grau da
ameaca, maior a ativacéo da dPAG (CEZARIO et al., 2008), e quanto mais fortemente
a dPAG ¢é estimulada, mais intensa € a resposta defensiva observada
(BITTENCOURT et al., 2004). Este tipo de resultado, a principio, parece indicar uma
relacédo direta entre a dPAG e a organizacdo de comportamentos defensivos, ainda
mais tendo em vista a posicao estratégica da dPAG que lanca projecfes diretas para
areas pré-motoras do tronco cerebral (BENARROCH, 2012). No entanto, se este fosse
seu unico papel ou sua funcéo principal, seria esperado encontrar forte correlacao
entre a mudanca de atividade celular dos neurénios da dPAG e a apresentagédo dos
comportamentos defensivos. Este estudo, somado com outros resultados mais

recentes da literatura, indica que esse nao parece ser 0 caso.

As condicBes experiementais. Das células investigadas na dPAG neste trabalho,
54% aumentaram de atividade durante a apresentacdo da ameaca predatéria de
forma intensa, e 10% diminuiram de atividade. Ja na investigagcéo de correlagdo com
atividade comportamental, apenas 15% das células mostraram correlacdo direta com
alteracdo de comportamento durante a ameaca predatoria. De modo similar, Watson
et al. (2016), trabalhando com ratos, encontraram que 63% das células da dPAG
aumentavam significativamente de atividade durante os primeiros 20 segundos de
exposicdo ao odor de um gato, mas nao verificaram nenhuma correlacdo entre
atividade da dPAG e ativacdo dos musculos do pescoco do animal. J& Deng, Xiao e
Wang (2016), trabalhando com camundongos, demonstraram que cerca de 30% das
células da dPAG alteravam seu perfil de atividade quando o animal realizava os
comportamentos de fuga ou avaliagéo de risco. Ou seja, enquanto uma grande parte
das células da dPAG alteram seu padrdo de atividade diante de situacdes de risco,
uma parte consideravelmente menor das células parece alterar este padréo diante de

mudanc¢as comportamentais.
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A partir desses resultados, nés sugerimos que a dPAG é, em primeiro lugar,
um sinalizador do estado de risco em que o animal se encontra. A alta ativacao
das unidades da dPAG frente as ameacas a sobrevivéncia do organismo é uma forma
de preparar o animal para a geracdo das respostas adequadas. A dPAG também
parece ter um papel na organizacao destas respostas na forma da apresentacao dos
comportamentos de defesa, mas é uma proporcdo menor das células desta regiao
gue parecem estar envolvidas com tal fungcdo. Assim, a dPAG tanto atua como
sinalizadora (primariamente) de um estado de risco como organizadora
(secundariamente) das respostas defensivas adequadas. Essas funcbes aparentam
ser independentes, dada a auséncia de interacdo entre as caracteristicas de resposta
ao gato ou ao contexto com o comportamento.

Notavelmente, consideramos neste estudo dois parametros distintos para
verificar o efeito de uma dada condi¢cdo: a quantidade de células recrutadas e a
mediana da variacdo média da atividade destas células. Usando esses parametros,
conseguimos delinear uma diferenca clara entre a condicdo do gato e as demais
condi¢cBes. No entanto, usando estes mesmos parametros, Ndo conseguimos ver um
destaque da condicdo do contexto das demais condi¢des de baixo risco (confinamento
e novidade), apesar da clara mudanca que é verificada no repertorio comportamental
do animal nesta condicdo que indica a presenca de medo (maior presenca de
comportamentos de defesa). Uma explicacdo possivel para isso é que a dPAG atuaria
principalmente como sinalizadora de risco claro e imediato, e o contexto € uma
situacao de risco ambigua. Isto justificaria a menor ativacdo da regido, talvez até em
niveis comparaveis com a situacao do confinamento ou de novidade. Outra explicacao
possivel é que a escolha de parametros deve ser feita de outra forma a fim de verificar
um papel maior da dPAG no contexto em relagdo ao confinamento ou novidade. Ha
ainda uma terceira possibilidade, em que se reconhece que a situagdo de
confinamento e de novidade, consideradas como situa¢gdes de baixo risco para o
animal, talvez n&o o sejam de fato. Isso sera discutido em mais detalhes abaixo.

Em se tratando das interagbes entre as diferentes condi¢des experimentais
para as células da dPAG, foram notadas interacdes entre: (i) a condicdo de
confinamento com a condi¢cdo do gato e com a condigdo do contexto; (ii) interacéo
entre a condicao de novidade com a do gato; e (iii) interacao da condi¢cao de gato com
0 contexto. Este tipo de interacao indica que uma célula que disparou para uma destas

condic¢Bes teria mais chance de disparar para outra. Uma explicagdo para iSso seria
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um processo de facilitacdo do disparo da célula mediante potenciagcdo, como visto
para a amigdala em paradigmas de condicionamento do medo (MCKERNAN;
SHINNICK-GALLAGHER, 1997). A interacdo entre o gato e o contexto predatdrio era
esperada neste trabalho. Esta interacdo indica que as células responséaveis por
sinalizar o estado de risco do predador tem mais chances de sinalizar o estado de
risco do contexto predatorio, reforcando a ideia de que séo células sinalizadoras de
risco. As demais interagdes, contudo, requerem maior aprofundamento para explicar.

No caso do confinamento, esta condicdo foi inicialmente incorporada ao
protocolo como um controle ndo associado a respostas de medo, mas esta percep¢ao
pode ter sido equivocada. Na literatura de comportamentos defensivos, um dos
paradigmas de estudo é o bloqueio de rota de fuga, em que o animal é confrontado
com um estimulo ameacador (um coespecifico agressivo, por exemplo), mas suas
rotas de fuga estdo bloqueadas. Isto produz no animal comportamentos de defesa
compensatorios, como evitar contato com 0 agressor e iniciar posturas de
congelamento (TAYLOR et al., 2011). E possivel que, ao confinar o animal a um
espaco menor do aparato, ainda que em um ambiente familiar, essa alteragéo por si
s6 produza alguma apreenséo no animal devido ao bloqueio de uma rota de fuga em
potencial, mesmo que nenhum estimulo ameacador esteja presente. Parte desse
efeito poderia alterar a atividade na dPAG, pois sabe-se que células desta regido sédo
ativadas quando o animal é colocado em contencao fisica, em paradigmas de estudo
de estresse (FOGACA et al., 2012). Apesar do confinamento no espaco menor nao
ser equivalente a um estado de contencéo, ainda é plausivel que ele seria sinalizado
pela dPAG como um estado maior de risco.

Essa hipotese de confinamento como um estado de risco explicaria a interacéo
entre as ceélulas de confinamento com as células do gato e do contexto — todas
estariam codificando o0 mesmo tipo de informacéo. Ela também explicaria o fato do
efeito de condicdo medido para o contexto predatoério ser similar ao efeito de condi¢éo
medido para o confinamento. No entanto, vale ressaltar que o niumero de células que
mudou de atividade no confinamento foi a menor entre todas as condi¢cdes, e que nao
foram observados comportamentos compensatdrios entre os animais que ficaram
confinados a um espago menor do aparato. Isto parece indicar que, caso 0
confinamento seja um estado de risco sinalizado pela dPAG, ele ndo provoca as

mesmas respostas de defesa.
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A interacdo entre a novidade, que incluia um brinquedo de pellcia e o odor de
baunilha, com o gato pode ser justificada por linhas semelhantes. O odor de baunilha
€ usado comumente como pista ambiental neutra em testes de condicionamento de
medo de ratos (CURZON, RUSTAY, BROWNMAN, 2009; ARCHBOLD; BOUTON;
NADER, 2010), e camundongos néo parecem evita-lo (WANG et al., 2013). De modo
similar, objetos novos colocados no ambiente de ratos ndo induzem as respostas de
medo verificadas para, por exemplo, predadores, mas ainda causam uma pequena
guantidade de aversao. Isto porque roedores de forma geral apresentam neofobia —
um medo inato a estimulos novos, como objetos e cheiros (MISSLIN, 2003). Esse tipo
medo pode justificar a interacdo observada aqui entre resposta para a novidade e para
o gato, bem como justificar o fato do efeito da condicao para o contexto predatério ter
sido similar ao efeito da novidade: a introducdo da novidade levou a uma sinalizacao
de medo na dPAG. No entanto, vale ressaltar novamente que nado foram observados
comportamentos defensivos durante esta condicdo, o que indica que, se este € um
estado de risco, ele ndo provoca as mesmas respostas de defesa que o0 gato ou o

contexto.

Os comportamentos, a velocidade e a posicao. Acerca do comportamento geral da
dPAG durante as TCUMs, como ja foi discutido, pode-se dizer que a proporcdo de
células da dPAG que responde a alteragdes comportamentais parece ser bem inferior
a que responde ao estado de risco que o animal se encontra, especialmente durante
condicBes sem ameacas predatérias (em torno de 3~5% de mudanca de atividade
para TCUMs na condicdo basal, de confinamento e de novidade, com aumento para
15% durante o gato e 23% durante o contexto). A implicacdo imediata desses dados
€ que uma certa proporcdo de celulas da dPAG estaria coordenando o0s
comportamentos defensivos observados nas condi¢des de maior risco. Se este for o
caso, entretanto, o mecanismo especifico de controle motor ainda precisa ser
desvendado, pois ndo parece haver na literatura estudos que mostram correlacéo
entre mudanca na atividade celular da dPAG e alteracdes em regides de controle ou
resposta motora. Koutsikou et al. (2014) demonstraram que ativagcdo da regiao
ventrolateral da PAG (VIPAG) de ratos facilita a ativacdo de motoneurénios alfa, e
Tovote et al. (2016), trabalhando com a VIPAG em camundongos, demonstrou que a
ativacado de neurdnios desta regido que se projetavam para o nucleo magnocelular do

bulbo raquidiano (relacionado com controle motor) causava uma forte resposta de
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congelamento no animal. Se estes resultados puderem ser estendidos para a dPAG,
este seria 0 elo causal necessaria para conectar a alteracao da atividade celular nesta
regido com a mudanca no comportamento do animal. Dito isso, enquanto que Watson
et al. (2016) encontraram correlacdo entre mudanca na atividade da vIPAG e atividade
no EMG de musculos do pescoco de ratos (um indicador de congelamento), tal
correlacdo nao foi encontrada para a dPAG. Isto parece indicar que as conexdes
observadas para a VIPAG em relagcdo a respostas motoras nao podem ser
generalizadas para a dPAG.

Adicionalmente, este trabalho demonstrou que ndo ha um Unico
comportamento especifico com o qual a mudanca de atividade na dPAG esta
relacionada. Enquanto que o aumento da responsividade a TCUMs nesta regiao
parece estar relacionado com a maior execu¢do de comportamentos defensivos em
situacbes de alto risco, resultados significativos de alteracdo celular foram
encontrados tanto para a iniciacdo de comportamentos ndo defensivos (como
exploracdo, presente em varias condi¢cdes) quanto para todos os tipos de
comportamentos defensivos considerados (avaliagdo de risco, congelamento e fuga,
presentes durante a condicdo de gato e contexto). Este resultado parece estar ao
menos parcialmente de acordo com outros resultados da literatura. Ja& foram
demonstradas relacdes entre atividade da dPAG e comportamentos de avaliacdo de
risco, congelamento e, especialmente, comportamentos de fuga (VIANNA;
LANDEIRA-FERNANDEZ; BRANDAO, 2001b; BITTENCOURT et al., 2004; DENG;
XIAO; WANG, 2016; EVANS et al., 2018). No entanto, as correlacdes entre atividade
na dPAG e comportamentos nao defensivos encontradas neste trabalho ndo parecem
ter sido exploradas na literatura.

Além disso, também foi encontrado um padrdo consistente de mudanca de
atividade celular quando na iniciacdo dos comportamentos de congelamento e
comportamentos nao-defensivos que excluiam exploragdo (reducdo da atividade
celular), assim como da avaliacao de risco iniciada a partir de congelamento (aumento
de atividade celular). Esta observacdo coloca em questdo se o0s resultados
observados néo séo produtos de uma correlacdo entre atividade celular e velocidade
do animal, dado que tanto o congelamento quanto os comportamentos nao defensivos
estdo associados a reducao de velocidade a partir de outros comportamentos em que
o animal apresentava atividade motora maior (como exploracéo e avaliacao de risco).

O mesmo vale para o aumento de atividade observado na iniciagcdo da avaliacao de
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risco, que parte principalmente a partir de um comportamento com menos
movimentacdo (congelamento). Dito isso, ndo foi encontrada interacdo entre as
células do comportamento e as células de velocidade, tanto durante a condi¢do do
gato quanto durante o contexto, o que indica que esta resposta ndo € meramente
resultado da variacdo da velocidade do animal, mas sim da selecdo de um novo
comportamento a ser iniciado.

A correlacdo entre frequéncia de disparo celular e velocidade linear ja foi
descrita na literatura para diferentes regides do encéfalo, tais como o hipocampo, o
septo medial e o hipotalamo (WIENER; PAUL; EICHENBAUM, 1989; TSANQV, 2017).
De fato, este estudo encontrou uma propor¢cao razoavel de células na dPAG que
apresentaram correlagdo com velocidade, variando de 31% durante o registro basal
até 59% durante a condi¢&o o contexto. As médias dos coeficientes de Spearman para
essas correlacdes indica que elas variaram de fracas para moderadas, de acordo com
0 critério proposto por Evans (1996). Deng, Xiao e Wang (2016), investigando a
relacdo entre velocidade linear e atividade neuronal na dPAG, ndo encontraram
correlacdo entre atividade celular e velocidade instantanea, mas encontraram
correlacdo entre atividade celular média durante um episodio de fuga e velocidade
maxima atingida pelo animal. Este estudo nao indica que a mudanca consistente no
padrdo de atividade celular vista durante os comportamentos esta relacionada com a
velocidade, mas indica que uma consideravel por¢cdo das células da regido possui
correlacdo com esta variavel.

No que tange a relacédo entre atividade das células da dPAG e posicdo do
animal no aparato, as proporcdes de células que mostraram interacdes significativas
foi menor que para outras variaveis avaliadas, tais como velocidade e condi¢&o
experimental. No caso, durante o registro basal e novidade, as proporc¢des ficaram em
torno de 8%, aumentando durante o gato e o contexto para 29-33%. Isto indica que
esta varidvel ndo parece ser tdo relevantemente codificada na dPAG. Notavelmente,
durante a novidade, houveram somente células com correlagdo negativa em relagao
a posicao. Isto indica que um estimulo novo aumentou ligeiramente a atividade celular
do animal quando ele estava proximo, em contraste com as outras condicdes
observadas em que a maior distancia do estimulo ameacador levava a um aumento
da atividade celular (mais correlagGes positivas). Apesar desse dado interessante, a

proporcao de células que apresentaram tal correlacao foi baixa.
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4.2 Camadas intermediarias e profundas do Coliculo Superior (i/dISC)

Entre as décadas de 60 e 80 diversos estudos ja haviam sido acumulados
mostrando que estimulacdes elétricas do coliculo superior levavam ndo s6 a
movimentos de orientacdo em direcdo a um estimulo visual, mas também a
movimentos de escape e fuga (SAHIBZADA; DEAN; REDGRAVE, 1986). De fato, foi
com base no acumulo dessas evidéncias que Dean, Redgrave e Westby (1989)
propuseram que as i/dISC coordenavam dois tipos de resposta: comportamentos de
perseguicdo e comportamentos de defesa. Estudos mais recentes indicam que esta
visdo da dupla funcionalidade das i/dISC mostrou-se correta, pois um outro nivel de
segregacao funcional foi encontrado: em ratos, as regides laterais das i/dISC
coordenam os comportamentos de perseguicao e caca, enquanto as regides mediais
coordenam os comportamentos defensivos (FURIGO et al., 2010; COMOLI et al.,
2012). Estudos em primatas confirmaram a generalidade evolutiva do papel das i/dISC
em respostas de defesa, pois danos nesta regido em macacos capuchinhos inibiu
respostas a um estimulo ameacador (MAIOR et al., 2011), e estimulagcédo quimica da
regido em macacos nemesterianos levou a comportamentos de fuga e escape
(DESJARDIN et al., 2013). Importantemente, neste ultimo estudo, as respostas foram
obtidas tanto com estimulacdo medial quanto com estimulacéo lateral das i/dISC,
sugerindo que a segregacdo anatomo-funcional das i/dISC observada em ratos ndo
pode ser generalizada.

As condi¢cfes experimentais. Como pode ser visto em nossas laminas histoldgicas,
nossa coleta de dados nas i/dISC atingiu somente a regido medial envolvida com os
comportamentos de defesa, justificando a intepretacéo destes dados como relevantes
para a situacdo de perigo. Quando olhamos para os Efeitos da Condigao calculados
para as i/dISC, que envolvem os parametros de quantidade de células recrutadas e a
mediana da variacdo média da atividade destas células, observamos que o destaque
maior € observado nas células que diminuem de atividade: 39% das células reduzem
de atividade durante o gato, com mediana de variacdo de intensidade de 0,21; e 18%
durante o contexto, com mediana de 0,37. Isso indica uma inibicdo forte e moderada
das células das i/dISC durante as condi¢cdes de alto risco, respectivamente. A partir

desses resultados, nossa proposta é que as i/dISC sdo primariamente inibidas
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durante uma situacao de alto risco, a fim de descartar informacdes ambientais
irrelevantes.

Como ja foi colocado na introducéo deste trabalho, o coliculo superior € uma
estrutura neuroanatdmica que recebe sinais auditivos, visuais e somestésicos
transmitidos por diversas outras regifes, tais como o hipotalamo e o nucleo do nervo
trigeminal (HUERTA; HARTING, 1984). Em uma situacao de risco como um encontro
com o predador, é importante que todas as informacdes ndo relevantes a
sobrevivéncia do organismo sejam bloqueadas, de modo que o animal se concentre
apenas em organizar sua resposta de defesa. Esse modelo explicaria a forte inibi¢éo
observada durante a condi¢do do gato para as células que reduziram de atividade. O
mesmo pode ser observado, embora em menor intensidade, durante o contexto
predatdrio. Em suporte a sugestdo de que tais células sao inibidas como resposta ao
estado de risco, foi verificado que a Unica interacdo entre condicdes nas i/dISC foi
entre o gato e o contexto, indicando que as células que responderam

significativamente para uma condi¢do também o faziam para a outra.

Os comportamentos, a velocidade e a posicédo. Ja é sabido que as i/dISC projetam-
se diretamente para areas de controle motor no tronco cerebral e na medula espinhal,
como por exemplo via o trato tecto-espinal, que controla movimento da cabeca e dos
olhos (SPARKS; HARTWITCH-YOUNG, 1989). Adicionalmente, Vargas, Marques e
Schenberg (2000) demonstraram que estimulacdes elétricas das i/dISC eram tao
eficazes quanto estimulacbes da dPAG para induzir comportamentos defensivos.
Entretanto, Bittencourt et al. (2005) encontraram uma eficacia menor na inducéo de
respostas defensivas via i/dISC quando comparadas com dPAG, mas ainda sim
obteve respostas de congelamento e fuga ao estimular as camadas do coliculo.
Finalmente, Evans et al. (2018) mostraram que inativacdo optogenética da dPAG
diante de uma ameaca do tipo “sombra iminente” eliminava respostas de fuga, mas
ainda mantinha congelamento, enquanto inibicdo das i/dISC abolia qualquer tipo de
resposta defensiva em dois ter¢cos dos casos.

Este conjunto de evidéncias anatémicas, estudos de estimulacéo e estudos de
lesdo indicam que as i/dISC sdo direta ou indiretamente responsaveis pela
coordenacao de comportamentos defensivos. De fato, neste estudo, encontramos que
41% das células das i/dISC respondiam significativamente a pelo menos uma das

TCUMs em pelo menos uma das condi¢cdes experimentais. Adicionalmente, esta



85

mudanca de atividade celular diante de uma mudanca de comportamento parece
ocorrer quase independentemente da condicdo experimental, dado que 14 das 18
células que responderam a TCUMs o fizeram em mais de uma condig&o experimental,
e as propor¢cdes de resposta por condicdo foram parecidas (16~18% de células
respondendo por condicdo, com excec¢ao do gato onde houve ligeiro aumento para
27%). Essa € uma diferenca marcante entre as i/dISC e a dPAG: para a primeira
regido, as ceélulas que respondem a alteragcbes comportamentais ndo parecem
sensiveis ao estado que o animal se encontra, enquanto para a segunda ha aumento
consideravel na proporcdo de células responsivas a TCUM durante o gato e o
contexto.

Em relagdo a quais TCUMs especificamente as células das i/dISC parecem
estar envolvidas, nenhum padréo claro emergiu dos dados, com excecao talvez de
uma prevaléncia de resposta a iniciacdo da avaliacdo de risco durante o contexto (59%
das TCUMs dessa condicdo). Ja em relacdo a maneira como a atividade celular
mudou em uma dada TCUM, foi encontrado o mesmo padrdo da dPAG: se o animal
iniciava 0 comportamento de congelamento ou algum outro comportamento nao-
defensivo excluindo exploracéo, as células das i/dISC tendiam a diminuir de atividade,
consistentemente; e se o animal iniciava avaliacdo de risco a partir de congelamento,
as células tendiam a aumentar de atividade. Novamente pode ser levantada a questao
se a mudanca de atividade celular em uma TCUM na realidade esta relacionada com
mudanca na velocidade do animal, e ndo necessariamente com O nNOvVO
comportamento executado. No entanto, assim como na dPAG, também néo foi
verificada interacdo entre as células que se correlacionam com velocidade e as células
de comportamento.

As células das i/dISC que respondem significativamente a mudanca de
velocidade, quando comparadas a dPAG, estdo em propor¢do menor, variando de
25% na condigdo basal até 43% na condigdo do gato. As médias dos coeficientes de
Spearman também foram menores de maneira geral tanto para as correlacdes
positivas quanto negativas, mas as correlacdes ainda sim foram verificadas. Vale
notar que houve interacdo entre esta variavel e a condigdo do gato para as i/dISC,
indicando que as células que as células que respondiam ao gato tinham mais chance
de se correlacionar com a velocidade.

Finalmente, resta a questdo da resposta das células das i/dISC em relacéo a

posi¢cdo do animal no aparato. Essa € uma questao interessante porque Redgrave e
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Dean (1991) propuseram que seria as i/dISC quem poderiam estar informando sobre
a distancia predatoria para a dPAG, de modo a influenciar no comportamento do
animal. Nosso estudo encontrou, em termos absolutos, uma baixa proporgcédo de
células cuja atividade se correlacionava com a posi¢do nas i/dISC: 14% das células
apresentaram correlacdo durante o registro basal, 5% durante a novidade, 16%
durante o gato e 32% durante o contexto. As médias dos coeficientes de Spearman
foram fracas (valores entre 0,33 e 0,45). Vale notar que a proporc¢ao relativa de fato
aumentou durante o contexto, a condicdo de risco ambigua. No entanto, ndo
verificamos interacdo entre as variaveis de posicdo com as condi¢cfes de alto risco,
nem com o comportamento. Tomando esses dados em conjunto, ndo encontramos

evidéncias convincentes de que esta regido codifique a distancia do predador.
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5 CONCLUSAO

A matéria cinzenta periaquedutal dorsal (dPAG) aumenta fortemente de
atividade durante a exposi¢céo ao predador, sendo esta atividade medida pelo nimero
de células recrutadas e pela variacdo nas suas frequéncias de disparo. Este aumento
de atividade é interpretado neste trabalho como sinalizacdo da presenca da ameaca
predatéria. Ela também aumenta de intensidade diante de outros estimulos, como
confinamento do animal, apresentacdo a uma novidade ou apresentacéo ao contexto
predatério. Essa variagcdo também é interpretada como sinalizacdo de ameaca,
embora em nivel menor. Além disso, uma por¢cdo menor das células da dPAG estéo
correlacionadas com mudanca de comportamento no animal. Esta mudanca é
interpretada como um papel na organizagcédo da resposta motora, especialmente das
respostas motoras de defesa.

As camadas intermediarias e profundas do coliculo superior (i/dISC) contam
com um grupo de células que diminui consideravelmente de atividade diante do
predador, e diminuem um pouco menos de atividade durante o contexto predatorio.
Essa diminuicdo € interpretada como uma inibicdo das i/dISC afim de reduzir a
captacdo de pistas ambientais irrelevantes para lidar com a situacdo de risco em
guestdo. Enquanto as i/dISC possuem correlacdo com a mudanca comportamental do
animal, esta correlagéo nao parece vinculada especificamente com a organizagéo de

comportamentos de defesa.
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APENDICE A — Heat map da variac&o da atividade celular por condic&o

Figura 13 — Variagdo média da atividade de cada célula da dPAG e das i/dISC por condi¢édo

dPAG i/dISC
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Esta figura mostra os heat maps para a dPAG e as i/dISC. Cada linha de um heat map indica uma
célula diferente, e cada coluna representa uma condi¢do. Cores azuis mais intensas indicam reducéo
de atividade celular a partir da condi¢édo basal, e cores vermelhas mais intensas indicam aumento da
atividade celular a partir da condi¢do basal (conforme legenda). Fonte: o autor (2018).

Como pode ser visto na Figura 13, parece haver uma predominancia de
aumento de atividade celular durante o gato na dPAG, e uma predominancia da
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reducédo de atividade celular durante o gato nas i/dISC. Olhando com mais cautela, é
possivel notar as similaridades entre as condicbes do contexto, novidade e
confinamento na dPAG, como observado com o grafico do Efeito de Condicao. De
modo similar, é possivel notar a ligeira diminuicdo da ativagdo celular durante o

contexto nas i/dISC, um pouco mais intensa do que no confinamento e na novidade.



