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RESUMO

Imunorreatividade de c-Fos em areas telencefalicas do lagarto Tropidurus hispidus
(SPIX, 1825) submetido a um estimulo aversivo. Rodolfo dos Santos da Silva.
Programa de Pos-Graduagao em Ciéncias Fisiolégicas (PROCFIS), 2021.

Introdugdo: O medo é caracterizado como a reposta fisiolégica e
comportamental frente a um estimulo que apresente perigo ao individuo. Nos
animais, um dos comportamentos tipo medo mais observado € o de
congelamento. A fim de saber quais areas cerebrais podem estar modulando
esse e outros comportamentos, a avaliagado da imunorreatividade para a proteina
c-Fos € um modelo ja consolidado na literatura. No grupo dos répteis, ha uma
escassez de estudos que abordam a neurobiologia do medo. Contudo,
pesquisas nessa area sao necessarias para a compressao da neurocircuitaria
envolvida na modulagao desse comportamento. Logo, o presente estudo teve
por objetivo avaliar a imunorreatividade para c-Fos nas areas telencefalicas
desses animais apds serem expostos ao estimulo aversivo citado, e como essas
areas podem estar relacionadas ao comportamento tipo medo. Metodologia:
Todos os protocolos foram devidamente aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Animais sob o numero 26/2016. Foram utilizados 18 animais
divididos em 3 grupos: Grupo Controle (CTR) — animais que nao passaram pelo
teste comportamental, Grupo Estimulo Neutro (EN) — animais que foram
expostos a uma gaiola vazia, e Grupo Estimulo Aversivo (EA) — animais que
foram expostos a uma gaiola contendo um gato doméstico dentro. Apds 5 dias
de ambientacdo ao laboratério, os animais, foram expostos a um campo aberto
por 10 minutos (Fase de habituag&o) e logo em seguida por 10 minutos a seu
respectivo estimulo (Fase de exposicdo). Parédmetros comportamentais
(distdncia percorrida, tempo de imobilidade, laténcia para o primeiro
deslocamento, laténcia para o primeiro movimento e numero de quadrantes
visitados) foram coletados e 90 min apds um dos respectivos estimulos, os
animais foram perfundidos e os cérebro removidos para processamento da
imunorreatividade para c-Fos. Resultados: Os dados comportamentais
mostraram que o grupo EA ao ser comparado com o grupo EN na exposi¢cao
teve: menor distancia percorrida, maior tempo de congelamento e maior laténcia
para iniciar um deslocamento, diferenca essa ndo observada na laténcia para
iniciar um movimento. Quanto aos dados de contagem de células para a
marcagao da proteina c-Fos, o grupo EA mostrou um aumento do numero de
células c-Fos positivas quando comparado ao EN ou ao CTR nas areas: Cortex
Medial, Cértex Dorsomedial, Cértex Lateral, Amigdala, Estriado, Septo, e Regiao
Ventricular Dorsal Posterior. Além disso foi possivel observar uma correlagao
negativa entre o numero de células ativadas na Amigdala e Septo, com a



distdncia percorrida. Conclusao: Os resultados comportamentais e de
contagem de células sugerem que ha interacado entre as areas citadas e os
comportamentos de medo do lagarto Tropidurus hispidus, quando exposto a um
estimulo aversivo.

Palavras-chave: Répteis; Medo; Neurobiologia.



ABSTRACT

c-Fos immunoreactivity in telencephalic areas of the lizard Tropidurus hispidus
(SPIX, 1825) submitted to an aversive stimulus. Rodolfo dos Santos da Silva.
Programa de Pos-Graduagao em Ciéncias Fisiolégicas (PROCFIS), 2021.

Introduction: Fear is characterized as the physiology and behavioral response face to
a stimulus that act as a danger to the individual. In animals, one of the fear-like behavior
most observed is freezing. In order to know which brain areas may be modulating this
and other behaviors, evaluating the immunoreactivity for c-Fos protein is a model already
consolidated in the literature. In the reptile’s group, there is a paucity of studies that
address the neurobiology of fear, However, research in this area is needed for the
compression of the neurocircuitry involved in the modulation of this behavior. Therefore,
present study aimed to evaluate the immunoreactivity for c-Fos in the telencephalic
areas of these animals after being exposed to the aforementioned aversive stimulus and
how these areas might be related to fear-like behavior. Methodology: All protocols were
duly approved by the Animal Research Ethics Committee under number 26/2016.
Eighteen animals were divided into 3 groups: Control Group (CTR) - animals that did not
pass the behavioral test, Neutral Stimulus Group (EN) - animals that were exposed to an
empty cage, and Aversive Stimulus Group (EA) - animals that were exposed to a cage
containing a domestic cat inside. Apds 5 dias de ambientacdo ao laboratério, os
animais, foram expostos a um campo aberto por 10 minutos (Fase de
habituagdo) e logo em seguida por 10 minutos a seu respectivo estimulo (Fase
de exposigao). Parametros comportamentais (distancia percorrida, tempo de
imobilidade, laténcia para o primeiro deslocamento, laténcia para o primeiro
movimento e numero de quadrantes visitados) foram coletados e 90 min apds
um dos respectivos estimulos, os animais foram perfundidos e os cérebro
removidos para processamento da imunorreatividade para c-Fos. Results:
Behavioral data showed that the EA group, when compared to the EN group in the
exposure, had: shorter distance walked, longer freezing time and longer latency to initiate
a movement, a difference that was not observed in the latency to initiate a movement.
As for cell count data for c-Fos protein labeling, the EA group showed an increase in the
number of c-Fos positive cells when compared to EN or CTR in the following areas:
Medial Cortex, Dorsomedial Cortex, Lateral Cortex, Amygdala, Striate, Septum, and
Posterior Dorsal Ventricular Region. Furthermore, it was possible to observe a negative
correlation between the number of activated cells in the Amygdala and Septum, with the
distance covered. Conclusion: The behavioral and cell count results suggest that there
is an interaction between the aforementioned areas and the fear behaviors of the lizard
Tropidurus hispidus, when exposed to an aversive stimulus.

Key Words: Reptiles; Fear; Neurobiology
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Resumo social

Imunorreatividade de c-Fos em areas telencefalicas do lagarto Tropidurus hispidus
(SPIX, 1825) submetido a um estimulo aversivo. Rodolfo dos Santos da Silva.
Programa de Pés-Graduacao em Ciéncias Fisiolégicas (PROCFIS), 2021.

Sentir medo € uma emogao humana que pode ser expressa com o aumento de
fatores fisiolégicos como batimentos cardiacos, respiragdo, acompanhado ou
nao de fatores comportamentais como tentativa de fuga do local ou estado de
congelamento. Nos animais esses comportamentos sdo importantes para a
sobrevivéncia. Sabendo que o cérebro € divido em muitas areas e elas podem
atuar conjuntamente para que o individuo lide com a situagéo de perigo, uma
das formas de avaliar qual(is) areas estdo envolvidas nos comportamentos
analisados, € através da marcacgao da proteina c-Fos. Essa localizagao pode ser
considerada como uma imagem funcional do cérebro, mas com melhor
resolucdo. No grupo dos répteis, no qual os lagartos estdo incluidos, os estudos
sao escassos e nao se aprofundam no funcionamento do cérebro destes quando
expostos a uma situagao de perigo. Nesse sentido, essa dissertagdo objetivou
observar como a marcacao da proteina c-Fos esta distribuida no cérebro do
lagarto Tropidurus hispidus, quando colocado frente a um estimulo aversivo
(gato doméstico). Para isso, 6 lagartos foram colocados de frente a uma gaiola
vazia, 6 a uma gaiola que tinha um gato dentro, e 6 ndo foram submetidos a
nenhum experimento. Foi observado se os animais ficavam muito parados e
quantos metros eles andavam quando se mexiam. Depois disso, quando
analisamos esses dados, percebemos que os lagartos que foram expostos a
gaiola com gato mostraram ter comportamento tipo medo pois caminhavam
menos no local onde foram colocados. Os lagartos que foram expostos sé a
gaiola vazia ndo mostraram isso. Quando analisamos o cérebro de todos,
percebemos que algumas areas cerebrais chamadas de areas telenceféalicas
podem ter contribuido para que os animais respondessem ao comportamento
aversivo. A conclusao é que os resultados que observamos aqui aumentaram o
conhecimento de como o cérebro do lagarto funciona diante de uma situagao de
perigo, e que algumas areas deste cérebro mantém fungdes preservadas e que
também s&o encontradas em outros animais.

Palavras-chave: Répteis; Medo; Neurobiologia..
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1 INTRODUGAO

O medo é caracterizado como uma resposta fisiolégica acompanhado
de uma mudanga comportamental em um individuo frente a uma situagao de
perigo (BOISSY, 1995). Nos animais, essas respostas consideradas tipo medo
podem ajudar na sobrevivéncia a um predador ou situagdo que possa
comprometer sua estrutura fisica. Dos comportamentos tipo medo, podem ser
destacados desde um estado de congelamento, com a finalidade de nao ser
detectado pela origem do estimulo aversivo, até a tentativa de escapar da
situagdo emitindo sons e atacando essa origem (Revisado por PERUSINI;
FANSELOW, 2015; MISSLIN, 2003).

Nos mamiferos, pesquisas visam compreender a neurobiologia do
medo, por meio de estudos sobre a neuroanatomia, envolvendo as vias
ativadas durante o processo e como a aplicagao de farmacos podem influenciar
nesse mecanismo (CALIXTO et al., 2008; GAFFORD; RESSLER, 2016;
OKUBO et al., 2018). Entretanto, apesar de bem estabelecido para esse grupo
evolutivo, outros grupos menos derivados, como o dos répteis, ainda
apresentam dificuldades em ter seus processos fisiolégicos de resposta ao
medo elucidados, uma vez que os trabalhos sdo escassos e nao abordam
profundamente o tema mencionado. Compreender como esse e outros
processos ocorrem € importante para avaliar como esses mecanismos

evoluiram nos diferentes grupos animais.

Entre as estruturas que contribuem para a expressao do comportamento
tipo medo, ou memoadrias formadas a partir disso, podem ser destacadas o
hipotadlamo (HYP), o hipocampo (HP) e a amigdala (AMIG). A AMIG é o
principal centro modulador em mamiferos (GAFFORD; RESSLER, 2016), e
esta envia projegbes para areas como: nucleo reticular caudal pontinho
(NRCP), substéncia cinzenta periaquedutal (PAG), locus coeruleus (LC),
nucleo parabraquial (NP) e outros, que no final, modulam direta ou
indiretamente, alteracbes cardiovasculares, respiratorias, de sensopercepcao,
comportamentais e formagado de meméarias do tipo aversivas (CARRIVE; LEE;
SU, 1999; DAVERN, 2014; SATO et al., 2015).



Adolphs et al., (1994) mostraram o papel substancial que a AMIG
desempenha no contexto de medo ao analisar uma paciente humana chamada
de SM, mulher de 30 anos que possuia uma doenca na qual toda a area
amigdaldide foi inativada. SM era incapaz de reconhecer expressdo de medo
no rosto de outras pessoas, assim como nao era apta a relatar quais
carateristicas em comum possuia um rosto que apresentasse diferentes

emocodes em diferentes momentos.

Homologamente, existe uma relagao entre a AMIG de mamiferos e uma
parte do cérebro dos répteis. Laurent et al., (2016), mostraram que regides do
cérebro de répteis como o nucleo amigdaldide lateral (NAL), a amigdala
dorsolateral (ADL) e a regido ventricular dorsal posterior (RVDP) possuem tipos
de neurbnios e projecbes que podem ser inferidas como semelhantes a
amigdala basolateral (ABL) em mamiferos. Além disso, outras areas no cérebro
dos répteis, como a area de transigdo estriado-amigdaloide (ATSA), cortex
medial (CM), cortex dorsomedial (CDM) e cortex dorsal (CD) podem também
estar envolvidas tanto na modulagado quanto na formagao dessas memdrias de
medo ao contexto (LANUZA, 1998; DAVIES et al., 2002; SANTOS, 2016;
SANTOS, 2018). Entretanto, os dados disponiveis na literatura ndo elucidam
de maneira aprofundada como essas areas se correlacionam, nem seu

mecanismo fisioldgico.

Juntamente as areas relacionadas ao comportamento tipo medo, os
répteis, com énfase nos lagartos, podem exibir diversas maneiras de se portar
frente a uma situagao de perigo. Machado, Galdino e Sousa, (2007) em um
ensaio com a espécie de lagarto Tropidurus montanus observaram que perante
um ataque de predador ou sua presenga, os animais podem: fugir do local de
ataque, eliminar fluidos pela cloaca, morder o predador, agitar a cauda, perder
a cauda, inflar o corpo, ou entrar em estado de congelamento para que nao

seja detectado pelo estimulo aversivo.

Nunes, Elisei e Sousa (2012), estudando a espécie Tropidurus itambere
relataram que frente a uma situagéo de possivel predacéo, os animais podem

expandir o saco gular, forgar rotas de escape caso o predador o tenha contido



e um espaco fechado, excretar o conteudo cloacal, movimentar a cauda, fingir-

se de morto, e morder.

Desses comportamentos citados, o movimento de cauda serve para
desviar a atencdo do predador para regides vitais como cabega e torax,
enquanto que fingir-se de morto pode dar a presa uma possibilidade de que o
predador perca o interesse, visto que alguns desses atacam e se alimentam de

presas que se movimentam.

Apesar dos comportamentos citados serem observados frente a
situagbes de perigo, ainda podem ser utilizado para comunicagdo entre
individuos da propria espécie, como foi observado por Coelho, Bruinjé e Costa,
(2018), onde foram colocados lagartos da espécie Tropidurus semitaeniatus em
um mesmo local e observado comportamentos de dominancia, exploragao, e
submissao de um para o outro. Nesse estudo, os animais eram postos em pares
dentro de um campo aberto, e entdo a diviséria entre eles foi removida e os
comportamentos analisados foram: movimento vertical de cabeca, lamber o
solo, se mover em diregao ao outro de maneira rapida ou devagar, exibir a parte
dorsal do corpo, perseguir, morder, lutar, balangar a cauda, e se afastar do
outro lagarto.

O movimento vertical de cabeca foi visto em dois momentos, sendo o
primeiro deles quando a diviséria foi liberada e esse comportamento
estabelecido para comunicagdo, enquanto que em segundo momento, apos um
conflito, o animal vencedor da disputa exibia maior frequéncia desse

comportamento como uma possivel reafirmagéo de sua dominancia.

Lamber o solo foi visto nos momentos pds conflito onde o vencedor da
disputa também exibia esse comportamento, sendo sugerido como um
comportamento no qual avalia as pistas quimica vindo do lagarto submisso e
se esse poderia ainda apresentar alguma ameaga ao territério conquistado pelo

primeiro.

Balancgar a cauda foi visto de forma distrair o oponente dos locais onde
seriam mordidos, pois ao balancar a cauda e exibi-la para o oponente, a



probabilidade do oponente morder a cauda deste foi maior do que outra regiao

do corpo.

Se afastar do oponente se deu quando durante uma disputada o lado
perdedor exibiu comportamentos de submissdao, sendo um destes o de se

afastar do dominante.

E importe aqui ressaltar que os comportamentos citados em estudos
anteriores serviram tanto para situagdes frente a um predador quanto frente a
um coespecifico, logo € possivel sugerir que esses mesmos comportamentos
possuem funcdes diferentes a depender da situagédo em que se encontram. Um
dos objetivos dos estudos com base na neurociéncia € identificar como o

cérebro reage para exibir os mesmos comportamentos em diferentes situagdes.

Uma das formas de avaliar quais areas cerebrais, estdo ativas
exercendo fungédo sobre o individuo diante dos comportamentos acima, €&
através da técnica de marcagao imunorreativa para a proteina c-Fos. Durante
a realizagdo de um comportamento e participagdo de areas cerebrais
envolvidas neste, trabalhos como o de Filipkowski et al., (2000) e Siqueira et
al., (2019), mostraram que essa proteina € expressa entre 90 e 120 minutos no

cérebro de ratos e lagartos, respectivamente, apds um determinado estimulo.

A proteina c-Fos age no nucleo da célula, regulando genes envolvidos
no processo de plasticidade sinaptica, como por exemplo o gene zif-268
(PRADO; BEL, 1998; ALENAZI; IBRAHIM; BRISKI, 2015). A proteina produto
da transcricdo do mRNA em questao, a Zif-268, foi utilizada no trabalho de
Santos (2016) como marcador para plasticidade neural nos lagartos Tropidurus
hispidus ao serem expostos a uma gaiola vazia e a uma gaiola contendo um
gato dentro. No trabalho citado, foi possivel observar que areas do hipocampo
reptiliano, como o CM e CD, apresentam alta imunorreatividade dessa proteina,
assim como na AMIG, e estas podem estar envolvidas nos processos de

formacéao e evocacido de memorias do tipo aversivas.

A espécie de lagarto citada possui uma ampla distribuigdo geografica
(ALBUQUERQUE et al., 2018), facil manuseio e tem sido estudada como

modelo animal em trabalhos que envolvem desde sua alimentacao,



endoparasitose, comportamentos defensivos, e comportamentos sociais (VITT,;
ZANI; CALDWELL, 1996; DIAZ-URIARTE, 1999; PRIETO, 1980).

Os grupos de pesquisa, os quais fagco parte, Laboratério de
Neurofisiologia (LNFS) e o Laboratério de Neurobiologia Comportamental e
Evolutiva (LaNCE), coordenado pelos professores doutores José Ronaldo dos
Santos e Murilo Marchioro, ja vem estudando as caracteristicas
neuroanatdbmicas, aspectos da formagdo de memodria e respostas
comportamentais tipo medo nessa espécie, 0 que a caracteriza como um bom
modelo para que além de aumentar o conhecimento sobre essa espécie,
permite uma melhor compreensdo neurobiolégica quanto a memoria e o
comportamento tipo medo (MEDEIROS, 2019; SANTOS, 2018; SANTOS,
2016; MACEDO-LIMA, 2013; PIMENTEL, 2014; PIMENTEL et al., 2021;
SANTOS, 2010).

Nossa hipotese entdo € que as areas telencefalica dessa espécie estao

envolvidas na expressao do comportamento tipo medo.

Nesse sentido, a presente dissertagdo traz a singularidade de
informagdes sobre quais areas podem estar envolvidas na expressdo do
comportamento tipo medo em lagartos da espécie T. hispidus, quando
submetido a um estimulo aversivo, utilizando para isso a técnica de
imunorreatividade para a proteina c-Fos como marcador de atividade neuronal,

além de dados comportamentais.
2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o padrdo de imunorreatividade de c-Fos no telencéfalo e sua relagéo
com as respostas comportamentais do lagarto T. hispidus quando submetido a

um estimulo aversivo.

2.2 Objetivos Especificos



Avaliar a resposta comportamental do lagarto Tropidurus hispidus apos ser
submetido a um estimulo aversivo;

Quantificar a imunorreatividade para a proteina c-Fos nas areas
telencefalicas do lagarto Tropidurus hispidus apés um estimulo aversivo;
Correlacionar a imunorreatividade para c-Fos em diferentes areas
telecenfalicas com o comportamento do Tropidurus hispidus apos ser

submetido a um estimulo aversivo.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1  Neurobiologia do medo

Quando um animal é exposto a uma situagédo de perigo, como por
exemplo uma presa diante de seu predador, o conjunto de alteragdes fisiolégica
e comportamentais da presa diante dessa situagao € chamada de resposta tipo
medo. Evolutivamente, essa resposta tem como objetivo aumentar as chances
de sobrevivéncia, quer seja evitando contato direto com o predador, através do
comportamento de congelamento, ou no caso de contato com ele, lutar ou fugir
(MISSLIN, 2003; BLANCHARD; BLANCHARD, 1989; MADDOX et al., 2019).

Seyfarth, Cheney e Marler, (1980), mostraram que macacos da espécie
Chlorocebus pygerythrus exibem diferentes comportamentos com base no
estimulo aversivo apresentado. Quando expostos a um perigo eminente no
chdo, como a presenca de um predador, tal qual um leopardo, seu
comportamento é subir em arvores a fim de dificultar o acesso do predador a
eles. Se o estimulo aversivo vier do alto, a exemplo de uma aguia, os macacos
alteram seu comportamento buscando abrigos mais préximos do chéo e
evitando as copas. Todos esses comportamentos sédo reproduzidos por outros
individuos presentes, devido aos sons de alerta emitidos pelo bando para

identificar qual tipo de predador esta sendo visto.

A resposta tipo medo em animais pode ser adquirido experenciando
uma situagao como no caso de macacos que tiveram contato com o predador
e conseguiram sobreviver ao ataque, e devido a isso, foi possivel utilizar a
mesma estratégia para sobrevier aos proximos ataques ou até mesmo evita-
los. Outra forma de conhecer situagbes que geram comportamentos tipo medo
€ através da observagao de algum coespecifico que teve contato com um
evento modulador desse comportamento, como por exemplo a presenca de
algum predador. Na literatura, o primeiro € chamado de medo condicionado ao
contexto onde um estimulo pode evocar uma reposta defensiva e o segundo,

de medo condicionado a observagao, sendo ambos utilizados em estudos que



visam entender os comportamentos defensivos frente a um estimulo aversivo
(WALTERS; CAREW; KANDEL, 1981); COOK et al., 1985)

Dentre os estudos com o medo condicionado por observacgao,
associados ao medo condicionado ao contexto, Pisansky e colaboradores
(2017) mostraram que ao colocar um rato em uma gaiola transparente, emitir
um ruido por um aparelho, e logo em seguida aplicar um choque no animal,
modelo esse caracterizado como o medo condicionado ao contexto, este
animal ira exibir comportamento defensivo. Ao mesmo tempo, ao ser colocado
um outro rato em uma gaiola transparente em frente ao primeiro, este ultimo
por observagao, exibiu 0 comportamento de medo apds o ruido, mesmo nao

sendo aplicado o choque.

A fim de entender como o cérebro processa informagdes que podem
desencadear o medo, estudos do século anterior, como o de Chapman et al,,
(1954), Goddard, (1964) e Horvath, (1963) mostraram a AMIG como o centro
modulador de comportamentos tipo medo. No entanto, sabe-se hoje que apesar
desta estrutura ser a principal nos mamiferos, muitas outras influenciam na
resposta fisiologica e comportamental do medo. Dentre elas tem-se: o HYP,
HP, regides corticais, PAG, L.C., NP, NRCP, nucleo motor dorsal do vago
(NMDV), nucleo leito da estria terminal (NLET) (STEIMER, 2002; FOX et al.,
2015; GHAEMI KERAHRODI; MICHAL, 2020).

Somado a isso, a regiao do tronco encefalico (TE) é responsavel pela
recepgdo e envio desse processamento que ira regular tanto respostas
fisiolégicas, quanto comportamentais, de sensopercepcdo e formacédo de
memorias do tipo aversivas (MADDOX et al.,, 2019). Como resultado,
atualmente é possivel entender melhor tanto as bases neurobiolégicas do
medo, quanto os comportamentos associados e suas modulagdes através de

farmacos.

Fanselow e Pennington, (2018) relataram além dos crescentes estudos
envolvendo o0 medo e sua neurobiologia, a importancia em estuda-los em
diferentes espécies a fim de compreender melhor os mecanismos em cada uma

delas.



Dos variados estudos publicados, na tentativa de observar a
neurobiologia da memdria do tipo aversiva e do comportamento de medo, foi
observado em mamiferos que quando um individuo é exposto a uma situagao
de perigo, a ABL recebe projegdes de areas encefalicas como o HYP e cortex
associativo. A ABL entado ira ativar neurbénios glutamatérgicos desta para o
nucleo central da amigdala (CeA) e para o Cortex Pré-frontal (CPF) (BOCCHIO;
NABAVI; CAPOGNA, 2017; DUVARCI; PARE, 2014; MCNALLY; JOHANSEN;
BLAIR, 2011; MOTTA; CAROBREZ; CANTERAS, 2017; SANDERS;
WILTGEN; FANSELOW, 2003; YANG et al., 2021) (Figura 2). Apesar da ABL
ser o primeiro local de processamento, € no CeA onde os sinais serao
integrados e entédo enviados para areas como: HP, PAG, LC, NP, NRCP, NLET
e NMDV. Essas ultimas irdo enviar projegdes para o TE, onde a resposta final
irAa modular a fisiologia e comportamento do individuo STEIMER, 2002; LEE;
LEE; KIM, 2016)

b
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Figura 1: Processamento de informagdes de aspectos aversivos que resultam na resposta de medo. A
informagao chega a amigdala basolateral através da ligagdo com o hipotalamo e com cértex associativo.
A partir disso, projecdes glutamatérgicas e gabaérgicas serao direcionadas a varios locais alvo modulando
a informacgéo. ABL, amigdala basolateral; BLV, Amigdala ventrolateral; CeL, nucleo lateral da amigdala;
CeM, nucleo medial da amigdala; diTC, células intercaladas dorsais; vICT, células intercaladas ventrais;
iITC, células intercaladas laterais; mPFC, cértex pré-frontal medial; TeA, cortex associativo; SOM+,
neurdnios somatostatina positivos; PKC3+, neurdnios que possuem prtoteina quinase C delta-positivo.
Adaptado de LEE; LEE; KIM, (2016).
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Um trabalho publicado por Adolphs et al., (1994) com uma paciente
humana que veio a ser conhecida como SM, mostra o papel da AMIG em
processos importantes relacionados ao medo. A paciente SM de 30 anos era
acometida pela doencga de Urbach-Wiethe, que deposita grandes quantidades
de minerais nos tecidos amigdaldides, degenerando estes. Com a perda da
amigdala, fungbes importantes como reconhecer expressdes de medo em
diferentes faces foi prejudicado, alterando assim toda a circuitaria citada

anteriormente.

Estudando outras espécies, como por exemplo ratos machos adultos da
linhagem Sprague dawley, durante a exposigdo a um estimulo aversivo, como
a um predador, o circuito descrito, pode desencadear ainda a formacgao de
memoria do tipo aversiva, e isso € visto a nivel molecular, temporal, e neuronal
(SCHAFE; DOYERE; LEDOUX, 2005).

Frente a uma situagéo de perigo, areas como o cortex entorrinal (CE),
coértex associativo, cortex visual, cortex auditivo, irdo enviar informagdes para a
AMIG e HP, que irdo verificar a natureza de cada informac&o obtida e associa-
las. No caso de uma presa frente a um predador, uma memaria do tipo aversiva
podera ser formada unindo a informagao sobre o predador, e o comportamento
adotado. Os neurbnios do HP iréo liberar glutamato dos terminais pré-
sinapticos para a fenda sinaptica, e esse glutamato podera se ligar a receptores
N-metil D-aspartato (NMDA) localizados no terminal p6s sinaptico de um outro
neurénio. Devido a essa ligagao, canais de Calcio serdo abertos permitindo
assim o influxo de Calcio (Ca++) para dentro do neurbnio, onde ira ativar
proteinas quinases e adenilato ciclase, envolvidas na fosforilzagdo de proteinas
e producao de Adenosina Monofosfato Ciclico (AMPc) respectivamente. Devido
a atividade dessas proteinas, podera ser solicitado ao neurdnio a producao de
genes de expressao imediata como c-fos e zif-268. Esses genes ao sairem do
nucleo celular, serdao enviados aos ribossomos onde serdo traduzidos em
proteinas como a c-Fos e Zif-268. A primeira € expressa em areas cerebrais
onde ha atividade daquela regido em diversos processos incluindo a formagao
de memodria, enquanto a segunda esta envolvida durante o processo de

plasticidade sinaptica que é definida como a capacidade do neurdnio sofrer



11

modificagdes devido a sua atividade, sendo essas modificagdes: aumento da
arborizagao dendritica, aumento no numero de vesiculas liberadas, aumento
na produgéo de proteinas envolvidas com a transmissao sinaptica. (LEE; LEE;
KIM, 2016; SANDERS; WILTGEN; FANSELOW, 2003; WEI et al., 2002;
TISCHMEYER; GRIMM, 1999; PASCUAL-LEONE et al., 2005).

Conforme a presa € exposta, cada vez mais a situagdes de perigo, em
que ha a deteccao do predador ou sinais de sua presenca, consequentemente
sera desencadeando os processos neurais supracitados, que culminardo na
expressdo de comportamentos que irdo auxiliar na luta ou fuga do animal.
Nesse sentido, comportamentos defensivos tipo medo poderéao ser expressos
de maneira mais rapida a cada contato com o predador ou o contexto
(WIEDENMAYER, 2009).

3.2 Evolugao do sistema nervoso e homologias telencefalicas em
lagartos

Como mencionado inicialmente, a AMIG € um dos principais centros
moduladores de aprendizagem emocional tipo o medo. Procurar entender onde
essa e outras areas estao localizadas em outros grupos evolutivos, se torna
importante para: 1) aumentar o conhecimento dentro daquele grupo sobre a
forma e funcéo de areas cerebrais envolvidas com a sobrevivéncia do individuo
a perigos, e 2) estudos de formagao e manutengao de aprendizagem dentro da
prépria espécie (ABEL; LATTAL, 2001; LABERGE et al., 2006; GUPTA et al.,
2012).

O cérebro de cada grupo evolutivo de vertebrados como peixes,
anfibios, répteis, aves e mamiferos, varia em forma, tamanho e funcdo de
areas. A teoria classica a respeito do cérebro diz que, quanto mais derivado o
grupo, o cérebro se torna mais complexo e especializado em forma e fungdes
(KAPPERS; HUBER; CROSBY, 1937; PAPEZ, 1929).

Dos grupos mencionados € possivel observar que com o aumento do
tamanho cerebral nos mais derivados, novos centros de processamentos foram

formados, assim como novos tipos neuronais. Isso implicou além de um
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aumento na complexidade comportamental do grupo, as vias de
processamento das informag¢des do ambiente foram aprimoradas, visto que
partindo dos peixes onde seu ciclo vital se restringe a agua, e os mamiferos a
terra, as informagdes provindas desses ambientes sdo distintas (NORTHCUTT,
2002).

Como exemplo de area, o cerebelo (CB), como apresentado na revisao
de Strick, Dum e Fiez (2009), é uma area importante que integra as informagdes
vindas de areas motoras e cognitivas. Esta é observada em todos os grupos de
vertebrados, e tendo em vista a evolugédo do cérebro, € mostrado que nos
grupos mais derivados como as aves e mamiferos, ha uma expansao dessa
area, sugerindo uma maior atividade na integralizagcdo das informagdes
(NORTHCUTT, 2002).

Quando estudadas as areas telencefalicas de diferentes espécies, o
numero de grupos celulares aumenta conforme s&o estudadas espécies mais
derivadas. Em peixes lampreias, Nieuwenhuys (1977), observou que este
numero se restringiu a 6 grupos. Nieuwenhuys, ten Donkelaar e Nicholson
(1998), ao estudarem a salamandra tigre, uma espécie de anfibio, observaram
11 tipos. Halpern, Karten e Hodos (1968), na espécie de pombo domeéstico,
observaram que este numero se elevou para 33, e por fim, Paxinos e Watson
(2006), conforme observado em seu atlas com uma espécie de roedor, possui

66 grupos, o dobro do encontrado em aves.

Quanto a funcéo de areas em diferentes grupos, nos peixes ha uma
area denominada pallium, com énfase na sub-regido nomeada zona medial da
area telencefalica dorsal, e esta pode estar modulando processos como os de
memodria nesses animais, (SALAS et al., 2006); VARGAS; LOPEZ;
PORTAVELLA, 2009). Estrutura para fungdo semelhante € encontrada em

mamiferos quando se observa estudos com o hipocampo.

O grupo dos anfibios por sua vez, segundo Sotelo et al., (2017) possui
o pallium medial para fungcao semelhante, visto que foi identificado neurénios
ativos nessa area durante uma tarefa de memoaria espacial. Gonzalez e Lépez

(2002), identificaram que as conexdes existentes entre o nucleo septal medial
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e o nucleo da banda diagonal em uma espécie de anuro, é semelhante a via

colinérgica septohipocampal existente em mamiferos.

Em aves, Barnea e Pravosudov (2011) em sua revisdo apontam que
na regiao posterior do hiperpallium desse grupo, ha uma regido que é

semelhante ao HP em mamiferos, quer seja em funcgéo e estrutura.

Répteis como lagartos da espécie Tropidurus hispidus, possuem sub-
regides do telencéfalo como o CM, CDM, e CD, homdlogas ao HP em
mamiferos, e que apresentam envolvimento no aprendizado de tarefas de
medo ou espaciais (SANTOS, 2018; SANTOS, 2016).

Em relacdo aos répteis, diante da necessidade em se ter estudos
aprofundados em diversas areas, dentre elas a neurobiologia do medo,
algumas espécies como a Tropidurus hispidus ja foi utilizada em trabalhos que
vao desde sua distribuicdo geografica, alimentacdo, endoparasitose,
comportamentos defensivos e sociais. Além disso, ha um aumento de trabalhos
que envolvem a formagado e manutengcdo de memoria, sejam elas espaciais,
visuais ou aversivas conforme visto na literatura (MACEDO-LIMA, 2013;
SANTOS, 2018; SANTOS 2016; ABAYARATHNA; WEBB, 2020; REITER et al.,
2017; LADAGE et al., 2012) FOA et al., 2009; LEAL; POWELL, 2012). Isso faz
desse grupo um bom modelo para ser utilizado em pesquisas que visam o

aprofundamento das areas supracitadas.

E sabido que o telencéfalo reptiliano é composto por areas como: CM,
CDM e CD que se comportam como o HP (Figura 3), visto que sob algum tipo
de injuria dessas areas, a capacidade de formar memdrias ou evoca-las &
prejudicada (SANTOS, 2018; DAY; CREWS; WILCZYNSKI, 2001). Dados
como esses sao corroborados com estudos histoquimicos onde sugerem que
o CM dos répteis se assemelha ao giro denteado (GD) de mamiferos, onde sado
observadas projecdes de zinco do CM para o CDM, semelhante ao que ocorre
com as fibras musgosas no HP de mamiferos da regido do GD para a regiao
do Corno de Ammon 3 (CA3) (LACEY, 1978; NAUMANN et al.,, 2015;
LAURENT et al.,, 2016). O CD em répteis é sugerido como equivalente as

regides do Corno de Ammon 1 (CA1) e Corno de Ammon 2 (CA2) em
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mamiferos (DAVIES et al., 2002; LANUZA et al., 1997; LOPEZ-GARCIA et al.,
2002).

Lagarto Rato
. Cortex Medial . Giro Denteado
- Cortex Dorsomedial . CA3
- Cortex Dorsal . CAZ
| Cortex Lateral B ca
: Ventriculo

Figura 2: Homologia hipocampal entre lagartos (répteis) e ratos (mamiferos). Adaptado de
MACEDO-LIMA, 2013

Luzzati, (2015), diferente dos estudos anteriores para o CD de répteis,
infere que essa area pode ser considerada semelhante ao Neocodrtex (NCX) de
mamiferos, devido a proteina doublecortina (CDX) revelar que neurbnios recém
formados no CD de lagartos sao semelhantes aos encontrados nas camadas

mais internas do NCX de mamiferos.
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Além das areas hipocampais citadas em répteis, envolvidas em
processos de memoria, outras nao-hipocampais e relacionadas ao perigo
também s&o sugeridas. A AMIG em mamiferos descrita como principal
modulador, é sugerido que seu padrao de conexdes e tipos celulares, se
assemelham a RDVP, o NAL, e a ADL em lagartos, (LANUZA, 1998). Outras
areas como o CL em lagartos da espécie Podarcis hispéanica, foi mostrado por
Martinez-Garcia et al., (1986) que pode ser considerado coémpar ao CE de
mamiferos, visto que no lagarto esta regiao recebe projegdes do bulbo olfatorio

(BO), e envia proje¢des para regides hipocampais como o CD.

O estriado na espécie de lagarto Gecko gecko, foi mostrado por
Gonzalez, Russchen e Loliman (1990) que pode ser considerado como o NCX
em mamiferos, visto que além de receber proje¢cdes de muitas areas motoras
e cognitivas, também envia projecbes para essas areas, mostrando um

processamento maior das informagdes nessas regides.

Além de estudos comparativos entre répteis e mamiferos, busca-se
entender as correlagdes cerebrais entre répteis e outros grupos como o das
aves. Briscoe e Ragsdale (2018), baseados em estudos anteriores, tanto de
expresséo génica, como de desenvolvimento embrionario, propuseram que o
CM dos lepidossauros (grupo onde se encontram os lagartos) possui expressao
génica e células neuronais similares ao HP medial das aves, que fazem parte
do grupo dos arcossauros. Isso denota que tanto o CM de lagartos quanto o
HP de aves podem ser estudados a fim de observar se possuem também a

mesma funcéao.

Estudos em outros grupos evolutivos como os ja mencionados,
contribuem para o entendimento de como essas areas podem ser
correlacionadas com areas de outros grupos, e em situagdes diversas, como
por exemplo frente a um predador (MEDEIROS, 2019; SAINT-DIZIER et al.,
2009; SANTOS, 2010; ZANETTE et al., 2019).

Na tentativa de entender como uma area cerebral atua em situacdes
de perigo pode-se: 1) inibir ou ativar esta e avaliar o comportamento animal e

2) avaliagdo da ativacdo de genes de expressdo imediata. O primeiro tem o
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objetivo de sugerir se determinada area participa na expressdao de algum
comportamento tipo medo, ou de processos mentais relacionados a este.
Santos (2018), através de um protocolo de avaliagdo de comportamento
aversivo, observou que lagartos da espécie Tropidurus hispidus que tiveram o
CD inibido por um agonista GABAérgico, apresentaram comportamento
semelhante aos animais controles que nao tiveram essa area inibida. Além
disso esse ensaio sugere que essa mesma area possui papel nas fases de
aquisicao, consolidacdo e evocacdo de memoria, visto que estas foram
prejudicadas no grupo que teve a area inibida, quando comparado a seu

controle.

Para estudos que visam a participacdo de genes de expressao
imediata, Santos (2016) sob o0 mesmo protocolo e espécie, observou que a
proteina Zif-268 (produto da transcricdo do gene zif-268) foi encontrada em
niveis elevados no HP e AMIG desses animais apds apresentarem
comportamento tipo medo. Essa proteina participa do processo de plasticidade

sinaptica frente a um evento comportamental ou cognitivo.

De maneira ampla, os genes de expressao imediata sdo utilizados na
literatura porque seus produtos de expressdo servem como indicadores de
atividade neural e plasticidade (SAUVAGE; KITSUKAWA; ATUCHA, 2019;
SIQUEIRA et al., 2019), sendo o gene zif-268 ja mencionado para plasticidade,
e 0 gene c-fos envolvido na atividade neural. Devido ao foco deste trabalho
envolver a proteina c-Fos, sera discutido mais aprofundado no préximo topico

0 uso desta como marcador.

3.2.1 c-Fos como marcador de atividade neuronal

Uma das vantagens em se utilizar os genes de expressao imediata é
que tanto seu tempo de expressdo quanto de seus produtos, as proteinas, sao
bem estabelecidos na literatura. A exemplo disso € a expressao de c-fos, com
seu pico génico entre 20 e 40 minutos, enquanto a proteina produto de sua
expressao se da entre 1 a 2 horas ap6s o estimulo, tendo seu pico de expressao
em até 2 horas (ZANGENEHPOUR; CHAUDHURI, 2002; FARIVAR;
ZANGENEHPOUR; CHAUDHURI, 2004).
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Filipkowski et al., (2000) utilizando a marcagcédo para o produto da
expressao do gene c-fos, observou que ratos Wistar quando tem suas vibrissas
estimuladas quer seja por manipulacdo do pesquisador ou durante um
protocolo de exploracdo de ambiente, a atividade do cortex somatossensorial é
aumentada em até duas horas depois do evento, quando comparado a seu
grupo controle.

Siqueira et al., (2019), utilizando a espécie de lagarto Tropidurus
hygomi, puderam observar que quando animais focais eram expostos em
momentos distintos a machos, fémeas ou juvenis da mesma espécie, diferentes
areas cerebrais como o CM, CDM e a AMIG, tiveram um aumento da
imunorreatividade de c-Fos, que juntamente a dados comportamentais
sugerem uma possivel correlacdo entre o comportamento social e as areas

encefalicas envolvidas.

Logo, uma das muitas vantagens em se utilizar a marcagéo para c-Fos
€ que além desta marcar nucleo de neurbnios, 0 que promove uma maior
delimitacao e identificacdo de cada neurbnio, ela possibilita a indicacdo de
quais areas estao ativas no momento em que um comportamento tipo medo é
evocado frente a um estimulo aversivo. Além do mais, uma area ativa pode
enviar proje¢gdes para outra area inativando-a, e isso também contribuir para a
mesma resposta a um estimulo aversivo. Sabendo disso, € importante o
aprofundamento de estudos nessas e em outras regides para entender como
diferentes areas em conjunto auxiliam nessa tarefa (JAWORSKI; KALITA;
KNAPSKA, 2018).

Um dos trabalhos onde foi observado um aumento de c-fos nos estagios
iniciais de um comportamento € o de Nikolaev, Werka e Kaczmarek (1992),
onde foi visto que a expressédo de c-fos em ratos é maior nas fases iniciais
deste, quando comparadas a fase posterior onde o animal desempenha

melhores resultados nas tarefas.

Quanto ao mecanismo molecular que leva a ativagao da proteina c-Fos
e em quais alvos esta ira atuar, € estabelecido na literatura que apds um
individuo ser submetido a um estimulo, esse sinal sera modulado e guiado para

dentro do neurénio. Este entdo sera conduzido por segundos mensageiros,
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com ions de calcio (CA++), ou pelo aumento da atividade da adenilato ciclase
(AC), ou pela atividade da via MAPK/ERK. (JAWORSKI; KALITA; KNAPSKA,
2018; WANG et al., 2018)

Independente de qual via o sinal percorrer, ao final de cada uma delas
um fator de transcricdo denominado CREB, localizado no nucleo do neurdnio
sera ativado. O CREB ira se ligar a uma unidade denominada CRE que por fim
ira ativar a sequéncia génica c-fos que sera traduzida na proteina c-Fos.
(LUKASIUK; KACZMAREK, 1994)

Até o presente momento a descricado feita compreende do periodo em
que o individuo recebeu o estimulo e este foi processado por alguma area
encefalica correlacionada a codificagdo deste. Devido a isso, o gene c-fos &

conhecido como gene de expressao imediata.

O produto final da expressédo do gene c-fos € um 6timo marcador para
atividade neural. No citoplasma do neurdnio, a proteina c-Fos tem um papel
envolvido na expressao de outros genes, como 0s que podem gerar
plasticidade, a exemplo do zif-268. Isso se da porque a c-Fos ira se ligar a
outras proteinas da familia C-Jun, formando o complexo proteina de ativagéo 1
(AP-1). Esse complexo sera enviado ao nucleo para ativar regides génicas que
quando traduzidas, formaréao proteinas como a Zif-268 e a Arc, sendo essas
importantes para a plasticidade do neurbnio e para a geracdo de novas
sinapses respectivamente (COUNTRYMAN et al., 2005; FARIVAR;
ZANGENEHPOUR; CHAUDHURI, 2004; GALLO et al., 2018; GANDOLFI et al.,
2017; JAWORSKI; KALITA; KNAPSKA, 2018; LIN et al., 2018; LUKASIUK;
KACZMAREK, 1994; WANG et al., 2018)

Apesar dos ensaios acima citados, é evidenciado por Santos (2018),
Santos (2016) e Striedter (2016), que a escassez de trabalhos com o grupo dos
répteis de forma geral dificulta a compreensao em detalhes do sistema nervoso,
dentre eles processos mnemonicos. Além disso, a aplicagao de diferentes
ferramentas de estudo e procedimentos metodolégicos dificulta o
esclarecimento de como areas encefélicas se correlacionam com diferentes

comportamentos, a exemplo do estudo de revisao proposto por Luzzati, (2015)
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onde sugere que o CD dos lagartos possui semelhanga as camadas mais
internas do NCX de mamiferos, enquanto Davies et al., (2002); Lanuza et al.,
(1997); Lopez-Garcia et al., (2002), sugerem que a mesma area reptiliana pode
apresentar mesma semelhanga com as subdivisbes CA1 e CA2 do HP de

mamiferos.

3.2.2 Tropidurus hispidus como modelo animal para pesquisas em
neurociéncia

Na tentativa de alcancar novos modelos experimentais que possam ser
replicados por outros grupos de pesquisa, e o interesse em utilizar espécies de
grupos evolutivos diferentes, a espécie de lagarto T.hispidus (Figura 3) vem
sendo utilizada cada vez mais em trabalhos cientificos com a tematica
envolvendo comportamento, memoaria, estrutura encefalica e imunorreatividade
de proteinas produtos de genes de expressao imediata (Santos, 2016; Santos
2018; Pimentel et al., 2014; Santos, 2010; Medeiros, 2019).

Figura 3: Tropidurus hispidus (SPIX, 1825). Fonte: Retirado de Santos (2016).

Dentre as caracteristicas que fazem dessa espécie um bom modelo
experimental, podem ser mencionadas: 1) distribuicdo geogréfica; 2)
forrageamento e dieta; 3) organizagao cerebral; 4) comportamento frente a

situacdes aversivas.

Quanto a distribuicao geografica, de acordo com o The reptile database
(2021) essa espécie pode ser encontrada na Venezuela, llha Margarida,

Guiana, Guiana Francesa, Suriname, e no Brasil nos estados da Bahia, Para,
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Amazonas, Ceara, Sergipe, Piaui, Rio Grande do Norte, Pernambuco, Paraiba

e Rio de Janeiro.

O tipo de forrageamento ndo sO dessa espécie mas da familia
Tropiduridae em geral, e até o momento observado, se restringe ao tipo senta-
e-espera (RIBEIRO, 2010; HUEY; PIANKA, 1981). Isso reflete em uma nutricao
baseada em alimentos que cruzem o campo de visdo deste como insetos,
principalmente formigas e larvas de besouros coledpteros (VITT; ZANI,
CALDWELL, 1996). Um ponto a ser ressaltado sobre esse tipo de
forrageamento € que lagartos contidos nesse modelo sao considerados como
tendo os 6rgaos quimiorreceptores pouco desenvolvidos e tendo a visdo como

principal érgéo de percepgédo (COOPER, 1995).

O cérebro de lagartos da espécie T. hispidus seguem o padrao dos
Squamatas em geral, e algumas das areas as serem destacadas s&o: CM,
CDM, CD, CL, AMIG, Nucleo esférico (NE), estriado (ESTR), Septo (SEPT),
Regiao Ventricular Dorsal Anterior (RVDA), RVDP, ATSA, além de 3 camadas
celulares, sendo elas divididas em: Plexiforme Interna (Pl), Plexiforme externa
(PE), e camada celular. (PIMENTEL, H.C et al., 2011). Para o estudo citado,
além das regides que compde o cérebro, foram observados os tipos celulares,
totalizando 10 tipos, com ressalva para os neurdnios piramidais localizados no
CM, fato esse utilizado para analises de comparacédo com diferentes grupos, tal
qual regido do CM se assemelha ao GD em mamiferos como ja citado

anteriormente no texto.

Na literatura, apesar de escassos, os estudos que trabalham
comportamento do tipo aversivo nessa espécie e processos correlacionados,
ajudam como pontos de partida para questdes que podem ser aprofundadas
em estudos posteriores com a mesma tematica ou adaptados. Dos estudos até
entao realizados, o primeiro a propor um modelo para testar o comportamento
tipo medo, e sua correlacdo de como a memoria pode ser modulada perante
isso, foi realizado por Santos (2016). Nele, os lagartos da espécie T. hispidus
foram divididos em dois grupos: grupo controle que foi exposto a uma gaiola
vazia, e grupo estimulo aversivo, exposto a uma gaiola contendo um gato

doméstico (Felis catus) dentro. Baseado em parametros comportamentais
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como tempo de congelamento, niumero de entrada em quadrantes, numero de
deslocamento iniciados, laténcia para o primeiro movimento, e numero de
tentativas de fuga, foi possivel estabelecer que expor o animal a um gato
domeéstico gera respostas comportamentais do tipo aversivas, quando

comparadas a animais que foram expostos somente a uma gaiola vazia.

Partindo desse estudo, Santos (2018), utilizando o mesmo protocolo,
investigou se o CD teria papel importante na expressdo de comportamento tipo
medo nesses animais, e para isso foi utilizado um agonista GABAérgico a fim
de silenciar a area. Ao final do ensaio foi possivel observar que esta area nao
€ necessaria para a expressao do comportamento tipo medo, visto que os
animais que tiveram suas regides bloqueadas, ainda assim demostraram
expressao comportamental frente a gaiola contendo um gato dentro. No entanto
essa area possui participacao nas fases de aquisi¢ao, consolidagao e evocagao

de memodria do tipo aversiva.

Medeiros (2019), avaliou, indiretamente, a agdo do 6xido nitrico (NO),
molécula gasosa que dentre tantos processos participa também da
neurotransmissao, crescimento axonal, e diferenciagao celular, no processo de
modulagdo do comportamento do tipo medo em lagartos da espécie ja
mencionada. Além disso, foi verificado se houve interferéncia glutamatérgica
nos neurdnios nitrérgicos apds exposi¢cao a um gato doméstico. Para isso o
experimento foi divido em duas etapas, onde na primeira, os animais foram
submetidos ao protocolo de exposigcdo ao gato, e apdés 24 horas foram
eutanasiados e através da técnica histoquimica para NADPH-diaforase, os
neurénios produtores de NO foram marcados, e avaliado o padrdo de
distribuicdo destes no cérebro dos animais. Na segunda etapa, foi injetado no
cérebro dos animais o Acido D(-)-2-amino-5-fosfopentandico (AP5),
antagonista dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA, em doses variadas
a fim de observar alteragdes no comportamento do tipo medo nos lagartos, e
apods 24 horas, os animais foram decapitados, e repetido a processo anterior
para a técnica histoquimica. Como um dos resultados desse estudo, foi
possivel observar que quando aplicado o AP5, a depender da dose, o animal

pode sofrer um efeito ansiolitico e explorar mais o ambiente mesmo que na
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presenga do gato, evidenciando assim que a via glutamatérgica-6xido nitrico
tem papel importante na modulagdo do comportamento de medo nos animais
dessa espécie. Além disso foi possivel observar que a liberagcdo de NO no NAL,
CD, ADL, ESTR, RVDA, esta envolvida na modulagdo do comportamento de

medo no T.hispidus.

4 MATERIAL E METODOS

41 Aspectos éticos

O experimento foi realizado segundo as normas éticas do Comité de
Etica em Pesquisa Animal da Universidade Federal de Sergipe (CEPA-UFS)
sob protocolo 26/2016 (Anexo I) em acordo com os preceitos da Lei n°® 11.794,
de 8 de outubro de 2008 (Lei Arouca), do decreto n° 6.899, de 15 de julho de
2009, que segue as recomendacdes feitas pelo Conselho Nacional de Controle
de Experimentacdo Animal (CONCEA). O Laboratério de Neurofisiologia
(LNFS) e o Laboratério de Neurobiologia Comportamental e Evolutiva (LaNCE)
possui também a devida autorizagdo para captura e experimentagdo com
finalidade cientifica do animal silvestre Tropidurus hispidus, emitida pelo
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente (IBAMA) sob o protocolo ICMBIio/SISBio
de numero 5857-5.

4.2 Animais

Para a realizacdo deste estudo foram utilizados 18 lagartos adultos
machos da espécie Tropidurus hispidus, medindo entre 60-120 mm (medida
rostro-cloaca). Essas medidas sdo baseadas na literatura onde considera
adulto, lagartos que possuem as medidas citadas (ALBUQUERQUE et al.,
2018).

Os animais foram capturados nos arredores da Universidade Federal de
Sergipe (Campus Sao Cristévao) sob as coordenadas de GPS 10°55'13.4"S

37°06'31.1"W, e utilizando-se de vara com lago na ponta. Os animais coletados
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pesavam entre 30 e 40 gramas, e apds a captura foram mantidos em terrarios
(aquatrio de vidro com 0,8m x 0,6m x 0,5m, comprimento, largura, altura) (Figura
4), em no maximo 6 animais por terrario, e tiveram livre acesso a agua, durante
os dias que permaneceram no laboratorio. A comida foi dada (larvas da espécie
de colebptero Tenebrio molitor) uma vez por dia até o dia de perfusdo. O
assoalho do terrario foi composto por uma camada de 5 cm de cascalho fino e
areia lavada onde os animais puderam se enterrar durante a noite, e uma
ldmpada de calor acima deles acoplada a um timer respeitando seu ciclo
circadiano natural de 10/14h. As lampadas eram ligadas as 10:00 am e eram

desligadas as 06:00 pm.

Para a realizacdo do experimento, foi utilizado também um gato
doméstico (Felis catus), fémea, castrada, pesando 3.5kg e com idade de 3

anos.

Figura 4: Terrario de acomodacéo para o lagarto Tropidurus hispidus. Fonte: Arquivo pessoal

4.3 Delineamento experimental
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Esse estudo foi desenvolvido em duas etapas: 1) Teste comportamental
expondo o lagarto Tropidurus hispidus a um gato doméstico (Felis catus), a fim
de avaliar pardmetros comportamentais como resposta a essa exposi¢éo e 2)
Imunohistoquimica para a proteina c-Fos, com o intuito de observar areas do

telencéfalo do lagarto possivelmente envolvidas apds a exposigao.

Os 18 animais foram distribuidos nos seguintes grupos: Estimulo Neutro
(n=6), Estimulo Aversivo (n=6), e grupo Controle Total (n=6). O grupo Estimulo
Neutro (EN) foi composto pelos animais que foram submetidos a uma gaiola
vazia. O grupo Estimulo Aversivo (EA) por animais que foram expostos a uma
gaiola contendo um gato doméstico dentro, e por fim o grupo controle (CTR)
corresponde aos animais que nao passaram por nenhuma exposi¢ao. Os
unicos procedimentos experimentais realizados neste ultimo grupo foram a
extragao do cérebro e a etapa imunohistoquimica, a fim de comparar o numero

de células ativadas com os demais grupos.

Para realizagao do teste comportamental foi utilizado um campo aberto
quadrado medindo 80x80x60cm (comprimento, largura e altura).
Primeiramente os animais, separadamente, foram colocados no campo aberto
para um periodo de habituagdo de 10 minutos (Figura 5.A) onde puderam
realizar livre exploragdo. Em seguida, ocorreu o periodo de exposi¢ao, também
de 10 minutos e livre exploragao, onde os animais do EN foram expostos a uma
gaiola vazia e o grupo EA a uma gaiola contendo um gato doméstico dentro
(Figura 5.B e 5.C respectivamente). Este campo aberto foi isolado por cortinas
fixas para que o animal ndo tivesse visdo de qualquer elemento da sala de

experimentacao, evitando assim possiveis vieses.

Apos esse periodo, os animais foram colocados individualmente em
caixas (50x30x30 de comprimento, largura e altura) onde permaneceram por
90 minutos até serem perfundidos. Esse tempo € o descrito na literatura
necessario para o pico de expressao da proteina c-Fos (entre 90-120 minutos)
ap6s um estimulo (ZANGENEHPOUR; CHAUDHURI, 2002; SIQUEIRA et al.,
2019).
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E importante ressaltar que havia duas gaiolas, uma para o EN, e outra
para o EA, sendo ambas esterilizadas com alcool a 70% apods cada sessao a
fim de eliminar qualquer possivel pista olfativa do cenario anterior. A etapa
comportamental foi desenvolvida entre 11:00 am e 05:00 pm, respeitando o

horario de atividade desses animais na natureza.

Além disso, durante as etapas comportamentais, os animais eram
observados através de um monitor na sala ao lado, de forma que os lagartos
s6 tiveram contato com o pesquisador em dois momentos, quando foram
colocados no campo aberto e no momento em que a gaiola vazia ou contendo

um gato dentro foi adicionada ap6s os 10 primeiros minutos.

A
Habituagao
a2
.III. - _l.-"

B C
Exposicao = I

.
! z

EM EA

Figura 5: Modelo para avaliar meméria aversiva. A) Fase de habituagédo, onde os animais Estimulo Neutro
(EN) e Estimulo Aversivo (EA) permaneceram por 10 minutos. B) Fase de exposi¢ao, onde os animais do
Estimulo Neutro (EN) foram expostos por 10 minutos a uma gaiola vazia, e B) os animais do Estimulo
Aversivo (EA) foram expostos por 10 minutos a uma gaiola contendo um gato doméstico dentro. Fonte:
Arquivo pessoal.
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4.3.1 Preparo das amostras

Posteriormente a realizagcdo dos testes comportamentais, os animais
foram anestesiados com 10 mg/kg de xilazina e 100 mg/kg de quetamina via
intraperitoneal. Apds estarem sob efeito da anestesia, foi dado inicio a perfusao
intracardiaca com paraformaldeido (PFA) 4%. Para isso, cada lagarto foi
inicialmente imobilizado e em seguida realizado uma toracotomia mediana para
exposicao do coragao. Foi feita entdo a introdugédo de uma agulha no apice do
coragao, acompanhada de uma perfuragado do atrio direito. Foi injetado pela
agulha durante 5 minutos uma solugéao tampao fosfato salina (PBS) a 0,1 M, e
em seguida durante 15 minutos uma soluc¢ao de paraformaldeido 4% (PFA) 0,1
M e pH 7,4. Em seguida os cérebros foram removidos por craniotomia, pés-
fixados a 4° C, por 24 horas no mesmo fixador (PFA 4%), e foram armazenados
em sacarose 30%, também a 4°C. Os cérebros fixados foram seccionados em
criostato de deslizamento (Leica, USA), no plano coronal a uma espessura de
50 pm.

Apods esse procedimento, os cortes histolégicos foram submetidos ao

processo de imunohistoquimica para observar a marcacao de c-Fos.

4.3.2 Descarte de material biolégico

Apos o procedimento de perfusdo, o material bioldgico n&o utilizado foi
colocado em sacos plasticos préprio para esse tipo de descarte e enviado para
o freezer do biotério setorial, localizado no Departamento de Fisiologia da

Universidade Federal de Sergipe.

As seringas, agulhas e materiais perfurocortantes, utilizados durante a
perfusao, foram descartados em caixas de papelao proprias também para esse
descarte. Essas caixas foram isoladas e armazenadas até o recolhimento por

uma empresa especializada.
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4.3.3 Imunorreatividade para a proteina c-Fos

Os cortes histologicos de cada animal foram lavados 4 vezes (durante 5
minutos cada) com tampé&o fosfato (PB) 0,1 M, pH 7,4, sob agitacdo automatica,
e logo apos foram pré-tratadas com peréxido de hidrogénio a 0,3% em PB por
20 minutos para inativagdo da peroxidase enddégena e novamente passaram
por 4 lavagens (5 minutos cada) em PB. Os cortes foram entdo colocados por
15 minutos em um tamp&o bloqueador (TB) composto de leite desnatado 5%
em PB 0,1M, e foi feita uma lavagem com PB, sem agitar. Em seguida, as
secgdes foram incubadas a 25°C em overnight (de 18 a 24 horas) em um
anticorpo primario produzidos anti-rato (1:250; Oncogene Science, Cambridge)
diluido em PB contendo Triton-X 100 (ICN Biomedicals) a 0,4% e 2% de soro
de cabra (Sigma Chemical Company) a 2% do animal em que foi obtido o
anticorpo secundario. Apés uma nova bateria de 4 lavagens em PB, as secgbes
foram colocadas em contato por 120 minutos com o anticorpo secundario
biotinilado (goat anti-mouse), na concentragao de 1:200 (Jackson), diluido em
uma solugéo de TritonX 100 a 0,4% em PB 0,1 M. Logo em seguida, os cortes
passaram novamente por uma bateria de 4 lavagens em PB e foram incubados
numa solugdo de AvidinaBiotina-Peroxidase a 2% (Vectastain Standard ABC
kit, Vector Labs, USA; 2% da solucéo total), contendo 0.4% de Triton-X 100
NaCl, por 120 minutos, e foram lavados novamente 4 vezes em PB. Para
revelar a reagao, os cortes foram colocados em contato por 4 minutos com o
cromogeno Diaminobenzidina (DAB) (Sigma, St Louis, MO, USA) a 2,5%,
diluida em PB (0,1M / pH 7,4). Entdo foram realizadas 4 lavagens dos tecidos
(5 minutos cada) com PB a 0,1 M e pH 7,4. Os cortes foram montados em
ldaminas gelatinizadas, secas em temperatura ambiente e posteriormente
mergulhadas em uma solugao de tetroxido de ésmio a 0,05%, por 30 segundos,

para intensificacdo da reacgao.

4.3.4 Aquisicao e analise das imagens
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Foram analisadas 5 imagens de cada area e para cada animal,
totalizando 40 imagens por animal. Estas foram digitalizadas por meio de um
microscoépio optico (Olympus, BX-41) com lente objetiva de 20x de aumento
com uma cémera acoplada (Nikon, DMX — 1200) e conectada a um
computador. Foi quantificado o niumero de neurdnios c-Fos positivos para as
seguintes areas: CM, CDM, CD, CL, AMIG, RVDP, ESTR e SEPT.

4.3.5 Analise de dados

Todos os testes comportamentais foram filmados e os parametros
quantificados por um software de rastreamento animal (Any-maze, Stoelting,
EUA). Os dados obtidos foram processados e analisados pelo software

estatistico Prism 8.0 (Graphpad Software Inc, EUA).

Para a contagem de células foi utilizado o programa ImagedJ (verséo
1.53.E), e feita a contagem manual por um dos integrantes do laboratério que
nao teve acesso as informagdes de qual animal pertencia as imagens em

questao, evitando assim um possivel viés.

Os dados comportamentais e de contagem de células foram submetidos
ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk, e somente o segundo apresentou
distribuicdo paramétrica.

Para os testes comportamentais foram avaliados os seguintes
parametros: distancia percorrida, tempo de imobilidade, laténcia para o primeiro
deslocamento, laténcia para o primeiro movimento e numero de quadrantes

visitados.

A laténcia para o primeiro deslocamento, refere-se ao tempo que o
animal levou para se deslocar de um ponto a outro do aparto, ndo possuindo
uma distdncia minima para isso. A laténcia para o primeiro movimento refere-
se ao tempo que o animal levou para fazer qualquer movimento dentro do

aparato, quer seja mover a cabega ou a cauda.

O teste de Wilcoxon foi utilizado para comparar os dados do mesmo

grupo tanto na habituagéo, quanto na exposigao. O teste de Mann-Whitney foi
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utilizado para comparar os dados dos diferentes grupos na habituagdo ou na

exposigao.

Para os dados de contagem de células, foram computados neurénios
que apresentaram marcagao para a proteina c-Fos. Esses dados foram
analisados por uma ANOVA de uma via seguido de pés-teste de Tukey. Além
disso foi aplicado o teste de correlagdo de Pearson para avaliar se houve
correlacdo no numero de células c-Fos positivas entre diferentes areas do

cérebro dos animais.

Os dados comportamentais foram expressos como medianas e
intervalos interquartis (Q1 e Q3), enquanto dos dados de contagem de célula
foram expressos como média e erro padrdao da média. Valores com p<0,05

foram considerados significativos.

Além disso foi utilizado o programa Gephy (The Gephi Consortium
v.0.9.2) para representar graficamente as correlagdes obtidas pelo Prism. A
vantagem em se utilizar esse programa é a utilizagdo de um algoritmo
computacional chamado Atlas Force 2 no qual o pesquisador insere dados de
origem, alvo, e peso cada area cerebral que apresentou correlagdo com outra
area. Apos isso é criado um grafo de nés e arestas para melhor entendimento

dessas correlagdes, facilitando o entendimento dos dados para o pesquisador.

5 RESULTADOS

5.1 Teste comportamental: exposicao do lagarto T. hispidus a um
estimulo aversivo.

Para a distancia percorrida (Figura 6), o teste de Mann Whitney nao
evidenciou diferenga significativa entre o grupo EN e EA durante a habituagao
( U=16,00; p=0,3939; Mediana EN= 5,62m; Q3= 5,92 — Q1= 5,15; Mediana,
EA=6,34m; Q3= 10,93m — Q1= 5,05m), contudo durante a exposi¢ao (U=6,00;

p= 0,0303) o grupo EA apresentou uma distancia percorrida menor (Mediana
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EA=0,00m; Q3= 0,00m — Q1= 0,00m) quando comparado ao EN ( Mediana EN
=0,10m; Q3= 0,32m — Q1= 0,01m).

No teste de Wilcoxon foi observado que o grupo EN apresentou uma
distancia percorrida menor durante a exposi¢ao a gaiola vazia (Mediana EN=
0,10m; Q3= 0,32m — Q1= 0,01m) do que na habituacdo (Mediana EN= 5,62m;
Q3= 5,92m - Q1= 5,15m) (W=-21,00; p= 0,0156). Para o grupo EA foi
observado mesma diferengca que o grupo EN na fase de exposi¢cado (Mediana
EA=0,00m; Q3= 0,00m — Q1= 0,00m) quando comparada a fase de habituacao
(Mediana EA= 6,34m; Q3= 10,93 — Q1= 5,05) (W=-21,00; p= 0,0156).
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Figura 6: Distancia percorrida pelos animais do grupo Estimulo Neutro (EN), e Estimulo Aversivo (EA),
nas fases habituagao e exposigédo. Os dados s&o expressos como mediana e intervalos interquartis.Foram
utilizados os testes de Wilcoxon (para medidas repetidas) e Mann-Whintey e valores de p<0,05 foram
consideraods significativos.

Quanto ao tempo de imobilidade (Figura 7), o teste de Mann Whitney
mostrou que os animais do grupo EA passaram mais tempo imoveis quando
comparado ao grupo EN (U=3,00; p=0,0076) durante a exposi¢cdo (Mediana
EN= 591s ; Q3=596,60s - Q1=585,93s; Mediana EA= 600s ; Q3=600s -
Q1=600s), diferenca essa ndo observada para os mesmos grupos durante a
habituacdo (U=9,00; p=0,0898; Mediana EN= 487,6s ; Q3=514,15s -
Q1=460,08s; Mediana EA =429,1s ; Q3=478,85s - Q1=358,48s).
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O teste de Wilcoxon mostrou um aumento significativo desse parametro
no grupo EA quando comparadas as fases de habituagdo (Mediana=429,1s ;
Q3=478,85s - Q1=358,48s) e exposicdo (Mediana=600s; Q3=600s - Q1=600s)
(W=21,00; p=0,0313), diferenga essa também observada no grupo EN para as
mesmas fases (Mediana da habituagdo=487,6s; Q3=514,15s - Q1=460,08s;
Mediana da exposicdo=591s; Q3=596,60s - Q1=585,93s) (W=21,00; p=
0,0156).
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Figura 7: Tempo de imobilidade apresentado pelos animais do grupo Estimulo Neutro (EN) e Estimulo
Aversivo (EA), nas fases habituagdo e exposi¢cdo. Os dados sdo expressos como mediana e intervalos
interquartis.Foram utilizados os testes de Wilcoxon (para mdidas repetidas) e Mann-Whintey, e valores
de p=<0,05 foram consideraods significativos.

A laténcia para o primeiro deslocamento (Figura 8) contabiliza o tempo
que os animais levaram para se locomover pela primeira vez no aparato,
ressaltando que o movimento de cabecga n&o foi contabilizado. Quando os
grupos foram analisados separadamente, o teste de Wilcoxon mostrou que o
grupo EA levou mais tempo para realizar o primeiro deslocamento na fase de
exposicéo (Mediana=600s; Q3=600s - Q1=600s), quando comparado a fase de
habituacdo (Mediana=70,50s; Q3=109,50s - Q1=59,25s) (W=21,00; p=0,0156).
Da mesma forma foi observado um aumento significativo no grupo EN na fase
de exposi¢ao (Mediana=502s; Q3=575,50s - Q1=353,50s), quando comparado
a habituagao (Mediana=138s; Q3=194,50s - Q1=94,25s) (W=21,00; p=0,0156).
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Aplicado o teste de Mann Whitney, este ndo mostrou diferenga no
grupo EN e EA (U=8,00s; p=0,0660) na etapa de habituagdo (Mediana
EN=138s; Q3=194,50s — Q1=94,25s; Mediana EA=70,50s; Q3=109,50s —
Q1=59,25s), contudo quando analisados na etapa de exposigdo, os dados
mostraram que o grupo exposto ao gato levou mais tempo para realizar o
primeiro deslocamento (Mediana=600s; Q3=600s — Q1=600s) quando
comparado ao grupo exposto a gaiola vazia (Mediana=502s; Q3=575,50s —
Q1=353,50s) (U=3,00; p=0,0076).
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Figura 8: Laténcia para o primeiro deslocamento realizado pelos animais do grupo Estimulo Neutro (EN)
e Estimulo Aversivo (EA), nas fases habituagdo e exposigdo. Os dados sdo expressos como mediana e
intervalos interquartis.Foram utilizados os testes de Wilcoxon (para mdidas repetidas) e Mann-Whintey e
valores de p<0,05 foram consideraods significativos.

A laténcia para o primeiro movimento (Figura 9) ao ser analisada pelo
teste de Mann Whitney, n&o apresentou diferenca entre o grupo EA e o EN na
fase de exposi¢cado (U=14,00; p=0,2771; Mediana EN= 333s ; Q3= 474,25s -
Q1= 110,75s ;Mediana EA= 86s ; Q3= 476,75s - Q1= 58,00s), contudo na fase
de habituacgéo foi visto um aumento significativo desse parametro no grupo EN
quando comparado com o grupo EA (U=6,00 p=0,0325; Mediana EN= 135s;
Q3=190s — Q1= 89,00s; Mediana EA= 60s; Q3= 63,75s — Q1= 25,25s). O teste
de Wilcoxon n&o apresentou diferenca no grupo EA quando comparado a
habituacdo (Mediana=60s Q3=63,75s - Q1=25,25s) com a exposicado
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(Mediana= 86s; Q3= 476,75s - Q1= 58,00s; W=12,00s p=0,1215). Contudo
para o grupo EN foi observado diferenga estatistica significativa, mostrando um
aumento desse parametro na exposicdo (Mediana= 333s; Q3= 474,25s - Q1=
110,75s) quando comparado a habituagdo (Mediana = 135s; Q3= 190s - Q1=
89,00s; W=17,00; p=0,0469).
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Figura 9: Laténcia para o primeiro movimento realizado pelos animais do grupo Estimulo Neutro (EN) e
Estimulo Aversivo (EA), nas fases habituagédo e exposigdo. Os dados sdo expressos como mediana e
intervalos interquartis.Foram utilizados os testes de Wilcoxon (para mdidas repetidas) e Mann-Whintey e
valores de p<0,05 foram consideraods significativos.

No numero total de quadrantes visitados (Figura 10), o teste de
Wilcoxon apresentou diferenca significativa (W=-21,0; p= 0,0156) para o grupo
EN quando comparadas as etapas habituagdo (Mediana= 8; Q3= 9,75 - Q1=
7,00) e exposicao (Mediana= 1; Q3= 1 - Q1= 1), mesma diferenga vista no
grupo EA para as mesmas etapas (Mediana= 12,5; Q3= 19 - Q1= 9,75;
Mediana= 1 ; Q3=1 - Q1= 1; W=-21, p=0,0156), mostrando que o numero de
quadrantes visitados durante a exposicdo em ambos os grupos, foi menor
quando comparado ao periodo de habituagdo. O teste de Mann Whitney por
sua vez, nao apresentou diferenga estatistica (U= 10,50, p= 0,1288) quando
comparado ambos o0s grupos na etapa habituagdo (Mediana EN=8 ; Q3=7 -
Q1= 9,75; Mediana EA= 12,5; Q3= 19 - Q1= 9,75) e na etapa exposi¢céo (U=
15,00, p=0,5000; Mediana EN=1; Q3= 1- Q1= 1; Mediana EA=1; Q3=1-Q1=
1), mostrando que apesar dos animais terem entrado em um numero menor de

quadrante durante a exposigao, isso foi visto em comum para ambos os grupos.
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Figura 10: NUumero total de quadrantes visitados pelos animais tanto do grupo Estimulo Neutro, quanto
Estimulo Aversivo, nas fases habituagao e exposigao. Os dados sdo expressos como mediana e intervalos
interquartis.Foram utilizados os testes de Wilcoxon(para mdidas repetidas) e Mann-Whintey e valores de
p=<0,05 foram consideraods significativos.

5.2 Marcagao de neuronios c-Fos positivos em diferentes areas
telencefalicas em repsosta a exposi¢ao a um estimulo neutro ou aversivo.

Para o CM, a ANOVA de uma via mostrou diferencga (p= 0,0281) entre
0s grupos analisados e o teste de multiplas comparag¢des de Tukey mostrou
que houve um aumento de células c-Fos positivas somente no grupo EA,

quando comparado ao grupo CTR (p = 0,0304) (Figura 11.A).

No CDM a ANOVA de uma via apresentou diferenga entre os grupos
analisados (p= 0,0009), e o pos teste de multiplas comparagbes de Tukey
mostrou que houve um aumento de células c-Fos positivas quando comparado
o grupo EA ao grupo CTR (p = 0,0007) e ao grupo EN (p = 0,0306) (Figura
11.B).

Para o CD a ANOVA de uma via nao apresentou diferenca estatistica
(p = 0,0507) entre os grupos quanto ao numero de células c-Fos positivas
(Figura 11.C).

O CL apresentou diferenga estatistica pela ANOVA de uma via (p =

0,0143) nos grupos analisados, e o pos-teste de Tukey mostrou que houve um
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aumento de células c-Fos positivas no grupo EA quando comparado ao CTR (p
= 0,0130) (Figura 11.D).

As areas acima citadas compdes as regides hipocampais do lagarto e

podem ser vistas através de imagens representativas na Figura 12.

Para a RVDP, a ANOVA de uma via mostrou diferenga estatistica (p<
0,0001) nos grupos analisados, e o pos-teste de Tukey mostrou um aumento
de células c-Fos positivas no grupo EA quando comparado ao grupo CTR (p<
0,0001) e EN (p= 0,0006). Houve também um aumento quando comparado o
grupo EN com o CTR (p= 0,0181) (Figura 11.E).

Para a AMIG a ANOVA de uma via mostrou diferenga estatistica (p<
0,0001) nos grupos analisados, e o pOs-teste de Tukey evidenciou um aumento
de células c-Fos positiva no grupo EA quando comparado ao grupo CTR (p<
0,0001) e ao grupo EN (p= 0,0005) (Figura 11.F).

No ESTR a ANOVA de uma via mostrou diferenga estatistica (p=
0,0073) entre nos grupos analisados, e o teste de Tukey evidenciou um
aumento de células c-Fos positivas no grupo EA quando comparado com o
grupo CTR (p= 0,0069), e comparando o grupo EN ao CTR (p= 0,0466) (Figura
11.G)

Para esta ultima area, que € o SEPT, a ANOVA mostrou diferenca
estatistica significativa (p>0,0001), e o teste de Tukey apontou que essa
diferenca é baseada na comparagéo do grupo EA com o grupo CTR (p< 0,0001)
e do grupo estimulo aversivo com o grupo estimulo neutro (p= 0,0020). No
entanto assim como os anteriores, essa diferenca nao foi vista ao comparar o

grupo estimulo neutro e seu controle (p= 0,0735) (Figura 11.H).

Diferente das areas hipocampais citadas inicialmente, as do presente
momento se referem as nao hipocampais e podem ser visualizadas de forma

representativa na Figura 13.
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Figura 11: Numero de células c-Fos positivas em diferentes areas do cortex do lagarto Tropidurus
hispidus apds submetido ao protocolo de estimulo aversivo. Essas areas séo: A) Cortex medial; B) Cortex
Dorsomedial; C) Cértex Dorsal; D) Cértex Lateral; E) Regido Ventricular Dorsal Posterior; F) Amigdala;
G) Estriado; H) Septo. Os dados sao apresentados como média e erro padrdo da média. Foi utilizado
ANOVA de uma via seguido de pos teste de Tukey. Sinalizados estdo os grupos em que foi observado
diferenca em relagéo ao grupo CTR (*), e valores com p<0,05 foram considerados significativos.
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Figura 12: Imagens representativas das areas hipocampais do lagarto Tropidurus hispidus apos
exposicdo ao protocolo de estimulo aversivo. As areas representadas sdo: Cortex Medial, Cortex
Dorsomedial, Cértex Dorsal e Cortex Lateral.
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Figura 13: Imagens representativas das areas hipocampais do lagarto Tropidurus hispidus apos
exposigao ao protocolo de estimulo aversivo. As areas em questdo sdo: Amigdala, Regido Ventricular
Dorsal Posterior, Estriado e Septo. Foi realizada Imunohistoquimica para a proteina c-Fos e as setas
pretas indicam neurénios que apresentaram essa proteina.

5.3 Correlagdao entre areas telencefalicas do lagarto Tropidurus
hispidus ap6s exposi¢ao a um estimulo aversivo ou neutro
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Segundo o teste de correlagdo de Pearson, o CM possui
correspondéncia significativa e positiva apenas com o ESTR (p= 0,0056 r=
0,7417), (Figura 14.A).

O cortex CDM, pelo teste de correlagdo de Pearson apresentou
correspondéncia significativa e positiva com o CD (p=0,0056 r= 0,7464) (Figura
14.B), AMIG (p=0,0028 r= 0,8173) (Figura 14.C).

Para o CD foi encontrado uma correlagao significativa e positiva, pelo
teste de correlagédo de Pearson, com o CL (p= 0,0056 r= 0,7376) (Figura 14. D)
e ESTR (p=0,0028 r= 0,8566) (Figura 14. E)

O teste de correlagdo de Pearson mostrou correlagao significativa e
positiva entre o CL e ESTR (p= 0,0028 r= 0,8701) (Figura 14.F).

A AMIG mostrou correlagao significativa e positiva através do teste de
Pearson com RVDP (p= 0,0028 r= 0,8302) (Figura 14.G) e SEPT (p= 0,0028 r=
0,8921) (Figura 14.H).

Quando aplicado o teste de correlagao de Pearson para a RVDP, foi
visto uma correlagao significativa e positiva com o SEPT (p= 0,0028 r= 0,8107)
(Figura 14.1) e com o CDM (p= 0,0028 r= 0,7565) (Figura 14.J).

O SEPT, através do teste de correlacdo de Pearson, mostrou
correlagao positiva e significativa com o CDM (p=0,0028 r= 0,7565) (Figura
14.L) e ESTR (p=0,0140 r= 0,7091) (Figura 14.K).

A Ultima area analisada, o ESTR, através do teste de correlagcédo de
Pearson, apresentou correlagdo significativa e positiva com o AMIG (p= 0,0028
r=0,8026) (Figura 14.M) e com o CDM (p= 0,0056 r= 0,7421) (Figura 14.N).

Por fim foi possivel observar um resumo da relagdo entre todas as
areas atraveés de um grafo produzido pelo Gephy (Figura 15). Esse programa
apresenta um layout das correlagbes observadas ao longo desse estudo. Para
isso foi necessario apresentar os dados de entrada, que sdo as areas de
origem, os dados de saida, que sao para onde a primeira area esta ativando
projecdes, e 0 peso entre esses parametros, que ja foi definido no Prism se

essas mesmas areas possuem correlagdes.
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Figura 14: Correlacao entre areas hipocampais e nao hipocampais do lagarto Tropidurus hispidus sendo
essas corregdes: (A) CM x ESTR, (B) CDM X CD, (C) CDM X AMIG, (D) CD X CL, (E) CD X ESTR, (F)
CL X ESTR, (G) AMIG X RVDP, (H) AMIG X SEPT, (I) RVDP X SEPT, (J) RVDP X CDM, (K) SEPT X
ESTR, (L) SEPT X CDM, (M) ESTR X AMIG, (N) ESTR X CDM. Teste de correlacdo de Pearson foi
aplicado e valores com p<0,05 foram considerados significativos. CM — Coértex Medial; CDM — Cortex
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Dorsomedial; CD — Cértex Dorsal; CL — Cértex Lateral; AMIG — Amigdala; RVDP — Regido Ventricular
Dorsal Posterior; SEPT — Septo; ESTR — Estriado.

Relacdo area x area

RYDP

£

Figura 15: : Representacgédo gréfica da correlacdo entre todas as areas hipocampais e ndo hipocampais.
Foi utilizado o algoritmo Atlas 2 do programa Gephi, que organiza as areas baseada em quantas
correlagdes esta possui com outras areas. CM — Cértex medial; CDM — Cértex dorso medial; CD — Cortex
dorsal; CL — Cértex lateral; AMIG — Amigdala; RVDP — Regido ventricular dorsal posterior; ESTR —
Estriado; SEPT - Septo.

5.4 Relagao entre comportamento e ativagdao de areas telencefalicas
apoés exposi¢cao a um estimulo neutro ou aversivo.

Para o parametro de distancia percorrida, correlacionando o numero de
células ativadas com esse dado comportamental, foi visto pelo teste de
correlagdo de Pearson que houve correlagbes negativas com as seguintes
areas: AMIG (p= 0,0408 r=-0,5220) e SEPT (p=0,0012 r=-0,7869) (Tabela 1).

O tempo de imobilidade foi correlacionado com o numero de células
ativadas através do teste de Pearson, e foi encontrado uma correlacéo positiva
e significativa nas regides do: CDM (p= 0,0489 r= 0,5000), CL (p= 0,0480 r=
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0,5023), RVDP (p=0,0118 r= 0,6450), AMIG (p= 0,0346 r= 0,5413) e SEPT (p=
0,0153 r= 0,6225) (Tabela 1).

Na laténcia para o primeiro deslocamento e areas telencefalicas
possivelmente envolvidas, o teste de correlacdo de Pearson se mostrou
positivo e significativo para as areas: CDM (p= 0,0267 r= 0,5694), RVDP (p=
0,0054 r=0,7024), AMIG (p= 0,0276 r= 0,5657), ESTR (p= 0,0459 r= 0,5079) e
SEPT (p= 0,0030 r= 0,7398) (Tabela 1).

Quanto ao parametro de laténcia para o primeiro movimento, o teste de
correlagdo de Pearson mostrou que houve uma correlagdo significativa e
positiva somente no ESTR (p=0,0214 r= 0,5913) (Tabela 1).

Para o parametro numero de entrada nos quadrantes nao foi
encontrada nenhuma correlagao, visto que apds a exposigao, tanto ao estimulo
neutro quanto ao aversivo, 0s animais que se moveram, ndo sairam do

quadrante de origem. (Tabela 1).

Foi expresso também em forma de grafo produzido pelo Gephy, um
resumo das correlagbes entre area e comportamento (Figura 16). A diferencga
entre esse grafo o apresentado na figura 15, € que foi observado pelos teste de
correlagao realizado no Prism que algumas areas possuiam correlagdes negativas
com alguns comportamentos, como foi o caso do Septo e Amig ao comparar aos
dados do comportamento de distancia percorrida. Logo, o peso que foi dado para
a correlacao negativa foi diferente do peso apresentado para a correlagao positiva,

e isso é evidenciado na figura 16.

Tabela 1: Correlagdo entre o numero de células c-Fos positivas e dados comportamentais dos
parametros: Distancia percorrida, Tempo de imobilidade, Laténcia para o primeiro movimento
deslocamento e Laténcia para o primeiro movimento. Foi aplicado teste de correlagdo de Pearson, e
valores de p<0,05 foram considerados significativos. CDM — Coértex dorso medial; CL — Cortex lateral;
AMIG — Amigdala; RVDP — Regido ventricular dorsal posterior; ESTR — Estriado; SEPT - Septo.
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Comportamento Regiao Valorde p Grau de correlagao (r)
Distancia percorrida AMIG 0,0408 -0,5220
SEPT 0.0012 -0,7869
CDM 0,0489 0,5000
CL 0,0480 0,5023
Tempo de Imobilidade RVDP 0,0118 0,6450
AMIG 0,0346 0,5413
SEPT 0,0153 0,6225
CDM 0,0267 0,5694
Laténcia para o primeiro i 0,054 0,7024
i AMIG 0,0276 0,5657
ESTR 0,0459 0,5079
SEPT 0,0030 0,7398
ERRIEERERRNNE o (0214 0,5913

movimento

Relacio area x comportamento

o
© o

-—""-

e Carrelacin regatva

Carrelagiio positiva
o . Area Lelanealalica
- Comporamentn

Figura 16: Representacao grafica da correlagéo entre os comportamentos do T.hispidus apds exposi¢do
a um estimulo neutro ou aversivo e as areas hipocampais e ndo hipocampais. Foi utilizado o algoritmo
Atlas 2 do programa Gephi, que organiza os dados baseado em quantas correlagcdes possui com outras
areas. CM — Cortex medial; CDM — Cortex dorso medial; CD — Cortex dorsal; CL — Cortex lateral; AMIG —
Amigdala; RVDP — Regido ventricular dorsal posterior; ESTR — Estriado; SEPT — Septo; DIST — Distancia
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percorrida; MOVI — Laténcia para o primeiro movimento; DESL — Laténcia para o primeiro deslocamento;
IMOB — Tempo de imobilidade (ou congelamento); QUAD — Numero de entrada nos quadrantes.

Por ultimo foi exibida uma correlagao entre todas as areas e todos os
comportamentos apresentados nesse trabalho (Figura 17). Novamente,
utilizando os dados processados pelo Prisma, foi utilizado o Gephy para exibir
um layout dessas correlagdes, e através do algoritmo Atlas 2 contido no Gephy,
foram exibidas: 1) Correlagbes positivas (em verde) entre as areas cerebrais
que aumentaram juntas o numero de neurdnios quando comparado ao grupo
CTR; 2) Correlagdes positivas entre o numero de neurdnios ativados e os
comportamentos apresentados pelos animais e 2) Correlagdes negativas entre

0 numero de neurdnios ativados e o comportamento exibido pelos animais.

Relacido area x area x comportamento

o | ;

e' ; A ! e Correlacio negaliva

- - Carrelagkn positiva
. Area telencefilica
o ( . Coamparlamenlo

Figura 17: Representagao grafica da correlagdo entre os comportamentos do T.hispidus apds exposi¢do
a um estimulo neutro ou aversivo e todas as areas hipocampais e ndo hipocampais. Foi utilizado o
algoritmo Atlas 2 do programa Gephi, que organiza os dados baseado em quantas correlagdes possui
com outras areas e comportamentos. CM — Cértex medial; CDM — Cértex dorso medial; CD — Cértex
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dorsal; CL — Cértex lateral; AMIG — Amigdala; RVDP — Regido ventricular dorsal posterior; ESTR —
Estriado; SEPT — Septo; DIST — Distancia percorrida; MOVI — Laténcia para o primeiro movimento; DESL
— Laténcia para o primeiro deslocamento; IMOB — Tempo de imobilidade (ou congelamento); QUAD —
Numero de entrada nos quadrantes.

6 DISCUSSAO

Na etapa comportamental foi observado que animais do grupo EA,
quando comparados aos animais do grupo EN, apresentaram menor distancia
percorrida, maior tempo de congelamento, maior laténcia para iniciar um
deslocamento e menor laténcia para iniciar um movimento. Esses dados foram
acompanhados de um aumento do numero de células c-Fos positivas, para o
grupo EA nas areas: Cortex Medial, Cortex Dorsomedial, Cértex Lateral,

Amigdala, Estriado, Septo, e Regido Ventricular Dorsal Posterior.

Espécies, quando confrontadas com algum estimulo aversivo, podem
exibir comportamentos que ajudam nas chances de sobrevivéncia do individuo.
Dentre esses comportamentos ja estudados, os principais sdo: congelamento
(BORKAR; FADOK, 2021), fuga do local (CRUZ et al., 2020), diminuicao da
atividade locomotora (DAY; CREWS; WILCZYNSKI, 1999), ou como ultimo
recurso, enfrentar o predador (BLANCHARD et al., 2011). Em répteis, com
énfase em lagarto, algumas espécies podem ainda apresentar alguns
comportamentos mais especificos como: deixar em evidéncia para o predador
partes do corpo que possuam coloragao amarela (ABRAMJAN et al., 2020),
perda da cauda como forma de distragdo (GALDINO et al.,, 2006),
congelamento (MEDEIROS, 2019), inflar o torax (MACHADO; GALDINO;
SOUSA, 2007) e vocalizagao (CAPSHAW et al., 2021).

Alguns comportamentos ainda podem ser vistos como forma de
comunicacgao quer seja entre individuos da mesma espécie ou de presa ante o
predador. Siqueira et al., (2009) mostraram que comportamentos como lamber

o substrato, arquear as costas, expor a cloaca, correr, olhar ao redor, e fazer
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movimentos verticais com a cabega podem ser utilizados com a finalidade de
comunicar-se com individuos da mesma espécie, sendo estes machos e

fémeas.

Coelho, Bruinj¢ e Costa (2018), também observaram alguns
comportamentos associados a comunicagao entre especificos. Nesse estudo
eles colocaram lagartos da espécie Tropidurus semitaeniatus em um campo
aberto onde eram separados por uma divisoria. Aos pares os animais foram
colocados e ao remover a divisdo houve a comunicacao entre eles a fim de
determinar a dominancia sobre eles. Dentre os comportamentos, puderam ser
vistos: movimento vertical de cabeca, lamber o solo, se mover em dire¢gao ao
outro de maneira rapida ou devagar, exibir a parte dorsal do corpo, perseguir,

morder, lutar, balangar a cauda, e se afastar do outro lagarto.

Comportamentos como o de balangar a cabeca, mover a cauda, e exibir
a parte dorsal do corpo sugerem ser comportamentos para definir a
dominancia, onde o lagarto que realizar mais movimentos de cabeca esta
reforcando sua dominancia sobre o outro, assim como mover a cauda € um

sinal de subordinagao.

Estes resultados s&o importantes a fim de comparativos com a
presente dissertacdo, pois € notavel que alguns comportamentos dos
Tropidurus em geral, podem ter diferentes significado a depender se a situagéo

for aversiva ou de comunicagado com seus coespecificos.

Nos resultados presentes entdo, sera possivel observar que os animais
apresentaram comportamento de olhar ao redor como uma possivel avaliagao
de risco, mostrando que alguns comportamentos s&o conservados em

diferentes situagoes.

A distancia percorrida € um dos muitos parametros utilizados para se
avaliar atividade locomotora em diversos tipos de estudos, incluindo estudos
relacionados ao medo e ansiedade (BARRY, 2013; ENGEL et al., 2018;
SIMONE; MALIVOIRE; MCCORMICK, 2015; VAN REENEN et al., 2009; ZENKI
et al., 2020). Nesse tipo de experimento, quando um individuo € exposto a um

novo ambiente, ira ocorrer o processo de exploracdo do meio, com possivel
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aumento da atividade locomotora, em que as informacdes serdo coletadas
pelos sentidos e entdo avaliadas se apresentam ideia de perigo ou algo que
possa gerar danos fisicos a este individuo. Dentro desse contexto € visto que
animais que sdo expostos a ambientes que indiquem a presenca de um
predador, como seu odor ou ao proprio predador, apresentam distancia
percorrida reduzida quando comparado a animais que nao foram expostos ao
mesmo estimulo (DIELENBERG; MCGREGOR, 2001).

Corroborando essa ideia, resultado semelhante foi visto no presente
estudo com a espécie de lagarto Tropidurus hispidus, onde os animais que
foram expostos a gaiola contendo um gato mostraram uma diminuicdo da
distancia percorrida quando comparado ao grupo que foi exposto somente a
gaiola vazia (Figura 6). Quando comparados os grupos separadamente, tanto
o grupo EN quanto o grupo EA mostraram uma diminuigao deste parametro na
fase de exposigdo, em relacdo a habituacdo (Figura 6). No entanto, como
supracitado, ao comparar os dois grupos somente na fase exposigéo, foi visto
que o grupo EA se deslocou menos que o grupo EN. Isso denota que ao
contrastar a utilizagdo da gaiola vazia com uma gaiola contendo um gato
domeéstico dentro, esta ultima operou como um agente aversivo de forma eficaz
em relacdo a primeira, reforcando a utilizacido deste modelo em estudos que

envolvam comportamentos de carater aversivo.

Quando observados os dados de correlagado processados pelo Prism,
e através do programa Gephy que exibe um layout dessas correlagdes, foi visto
que para a distancia percorrida, quanto menor essa distancia mais neurdnios
estdo ativados em regides telencefalicas como Sept e Amig. Esses dados
sugerem que essas regides podem estar relacionadas a modulagdo de
comportamento do animal para que sejam diminuidas as chances do predador

notar a presa.

Siqueira et al,. (2019) mostraram que na espécie de lagarto Tropidurus
hygomi, o comportamento de locomog&o pode também ser alterado em outras
situagbes que nao aversivas. Nesse estudo, lagarto machos adultos foram
expostos a outros machos adultos, fémeas adultas, e juvenis em diferentes

momentos. A locomogao dos animais que foram expostos a fémeas foi maior
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do que quando comparado aos outros grupos. Esse ensaio mostrou que o
comportamento de locomogao pode ser utilizado também como forma de

comunicagao entre animais da propria espécie.

Outro parametro analisado foi o de tempo de imobilidade ou
congelamento, que segundo Perrot-Sinal et al., (1996) e Takahashi, Chan,
Pilar, (2008) animais que tem uma atividade exploratoria diminuida frente a um
estimulo aversivo, apresentam um maior tempo de imobilidade. Os dados do
presente estudo, mostraram que ao analisar os grupos EA e EN
separadamente, ambos evidenciaram que houve um maior tempo de
imobilidade na fase de exposi¢do quando comparado a fase de habituacao
(Figura 7). O grupo EA mostrou um maior tempo na fase exposicdo quando
comparado a mesma fase do grupo EN. Esses dados mais uma vez mostram
que a exposi¢cao de um gato em uma gaiola foi capaz de induzir comportamento

aversivo de forma eficiente. (Figura 7).

Através dos dados de correlagdo apresentado pelo Prism e do grafo
gerado pelo Gephy € possivel ver que o tempo de imobilidade pode estar sendo
modulado por areas como o CL, AMIG, SEPT, CDM e RVDP. Ou seja, &
possivel inferir que quanto mais neurénios estiverem ativados nessas regides
maior o tempo de imobilidade exibido pelos animais, que assim como no
parametro distancia percorrida, € um comportamento importante para que as

chances de ser detectado no ambiente sejam reduzidas (Figura 17).

Uma das dificuldades em se trabalhar com o grupo dos répteis, com
énfase em espécies de lagartos, € que as metodologias empregada nos
estudos muitas vezes n&do atendem a ecologia do animal, ou n&o sdo possiveis
de se replicar em outros estudos (DAY; CREWS; WILCZYNSKI, 1999). Para
essa espécie, no entanto, baseada em sua ecologia, que segundo Vanzolini,
Ramos-Costa, Vitt (1980), se adaptou bem a varios locais, incluindo os urbanos
como construgdes e muros de casas, foi possivel obter um paradigma eficiente,
visto que, o contato com felinos do tipo gato doméstico acabou se tornando
consequéncia do meio. Devido a isso, estratégias defensivas como o
congelamento se tornam eficazes para que o lagarto ndo seja detectado por

predadores de forma geral.
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O paradigma aqui aplicado se mostrou atender a ecologia do animal e
os estudos de Medeiros (2019), Santos (2018) e Santos (2016), os quais
validaram e replicaram essa metodologia para estudos de memdria e medo na
mesma especie, reforcam a eficacia para estudos que evolvam essas
tematicas, além de que os dados de congelamento expressos aqui reafirmam
que o gato serviu como um bom estimulo aversivo para evocar resposta de
medo como essa, visto ser uma das possiveis estratégias para n&o ser

detectado pelo predador em seu ambiente natural.

Um outro parametro utilizado no presente estudo foi a analise do
numero de quadrantes visitados. O numero de quadrantes visitados pode ser
melhor compreendido utilizando a laténcia para iniciar um deslocamento. Isso
porque ao avaliar somente os quadrantes visitados € possivel notar uma
diferencga significativa em que, o grupo EN visitou menos quadrantes na fase
de exposi¢cao quando comparado a fase de habituagao, semelhanca vista para
o grupo EA. No entanto ao avaliar ambos os grupos ou na fase de habituagéo

ou na fase de exposi¢ao, nio foi visto interagédo entre eles (Figura 10).

Apesar de nédo ser vista essa diferengca na fase exposicdo, momento
em que 0s animais eram expostos a gaiola vazia ou contendo um gato, &
possivel observar que os animais do grupo EA nao visitaram nenhum
quadrante, pois nao realizaram nenhum deslocamento, como visto no

parametro de deslocamento.

Ja os animais do grupo EN ainda que também nao visitaram nenhum
quadrante na fase exposicao, os dados de deslocamento sugerem que estes
nao estavam exibindo o mesmo comportamento de defesa como os animais do
grupo EA. Mais uma vez, possivelmente os animais do grupo EN apdés uma
possivel reavaliagdo do contexto, ndo consideraram a gaiola vazia como
estimulo suficiente para ser uma ameaca (Figura 10). Isso sugere que para os
estudos futuros, um possivel aumento do tempo na fase de exposigcéo seja
suficiente para observar essa diferenga entre os grupos.

Um ponto a se destacar no parametro entrada nos quadrantes, é que

ao observar os animais na fase de habituagao, estes apresentam resultados
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discrepantes um do outro em ambos os grupos, sugerindo uma caracteristica
nao padronizada dos animais quanto a diregao a seguir durante a exploragao
do ambiente, a velocidade que se movimenta, ou a distancia percorrida a cada
comportamento de deslocamento. Uma possivel forma de verificar essa
hipbtese, é em estudos futuros incluir variaveis como velocidade do movimento,

diregdo do movimento e distancia percorrida a cada deslocamento.

Nesse parametro nao foi possivel observar correlagbes pelo Prism ou
apresentadas no grafo gerado pelo Gephy, novamente, devido aos animais
durante o periodo de exposi¢ao nao terem mostrado diferenga entre o numero

de quadrantes visitados (Figura 17).

Na literatura Perusini e Fanselow (2015), revisaram que é a percepgao
da presa em relagao a seu predador, que ira ditar qual comportamento sera
realizado. Outros autores complementam que diante de uma situacao que pode
apresentar perigo ao individuo, 3 cenarios possiveis podem ser observados: 1)
Se ha algum sinal do predador como seu cheiro, por exemplo, ratos exibem um
comportamento cauteloso de exploracdo do ambiente, o que € chamado de
avaliacéo de risco. 2) No estado distal, onde ha contato visual com o predador
ou a fonte do estimulo aversivo, por exemplo, ratos exibem comportamentos
de congelamento a fim de n&o serem percebidos pelo predador, ou se nessa
situacgao for realizada o comportamento de avaliagcao de risco, e caso haja uma
rota de fuga, pode-se fugir por ela. 3) Em ultimo caso, se o predador tiver
contato direto com a presa, esta pode exibir movimentos aleatorios e
descontrolados para intimidar seu predador, ou lutar com ele pela sua
sobrevivéncia (BLANCHARD; BLANCHARD, 1988, 1989); BLANCHARD et al.,
2001).

No presente estudo, no parametro laténcia para iniciar um movimento,
foi possivel observar que os animais do grupo EN tiveram um aumento
significativo no tempo para iniciar um movimento de cabega durante a
exposi¢ao a gaiola vazia, quando comparado a habituagéo, resultado esse nado
visto para o grupo EA (Figura 9). Quando comparados os grupos entre si,
também foi observado que os animais do grupo EN mostraram um tempo

significativamente maior que os animais do grupo EA ja na habituacéo,
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resultado esse nao observado para a fase de exposicao (Figura 9). Nos dados
de correlagdes gerados pelo Prism e no grafo estabelecido pelo Gephy, foi
possivel observar uma correlagao na laténcia para o primeiro movimento e o
numero de células ativadas somente na area do Estr, e que como discutido
mais adiante essa parece ser uma area envolvida com caracteristicas motora

do animal (Figura 17).

O ultimo parametro, laténcia para o primeiro deslocamento, como
mostrado na figura 8, realga que os animais do grupo EN durante a exposi¢ao
levaram mais que o dobro do tempo que levaram na habituagao para realizar o
primeiro deslocamento. Ja os animais no grupo EA, na habituagdo, mostraram
um tempo de até 2 minutos para o primeiro deslocamento, mas durante a
exposicao, todos os animais desse grupo atingiram o limite de tempo (10

minutos) e nao realizaram quaisquer movimentos.

Segundo os dados de correlacdo do Prism e do grafo gerado pelo
Gephy, é possivel sugerir que esse comportamento pode estar sendo
modulado por areas como RVDP, SEPT, AMIG, CDM e ESTR (Figura 17).

Ainda sobre, foi possivel observar que os animais do grupo EN apesar
de aumentarem o tempo nesse parametro durante a fase de exposig¢do, nao
atingiram o tempo maximo, sugerindo que apés um tempo os animais podem
ter reavaliado o contexto, através da avaliagao de risco, e ndo reconheceram a
gaiola vazia como um estimulo aversivo, facilitando assim seu deslocamento
(Figura 8). Ja os animais do grupo EA apds serem expostos a gaiola contendo
um gato, nao iniciaram nenhum deslocamento, sugerindo que até o fim dessa
fase o estimulo foi considerado como aversivo, mesmo apods a avaliacdo de
risco, e ndo havendo rotas de fuga, a ameaca pode ter continuado como do tipo

distal prevalecendo o comportamento de congelamento (Figura 8).

Analisando simultaneamente esse parametro junto a laténcia para o 1°
movimento, € possivel ver que os animais do grupo EN apesar de terem levado
mais tempo para realizar o 1° movimento, levaram menos tempo para realizar
o 1° deslocamento, enquanto que os animais do grupo EA, apesar levarem

menor tempo para realizarem o 1° movimento, contudo ndo se deslocaram,
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sugerindo assim que os animais do grupo EA realizaram um movimento mais
rapidamente para avaliar se era possivel fugir do ambiente aversivo ou se

deslocar caso ndo apresentasse perigo.

As alteragbes comportamentais observadas no presente estudo foram
acompanhadas de um aumento da imunorreatividade para c-Fos em diferentes
areas telencefalicas do cérebro dos lagartos do grupo EA, quando comparado
aos animais do grupo EN. Quanto ao CM (Figura 11.A), foi observado que os
animais do grupo EA apresentaram um aumento significativo do numero de
células nessa area quando comparado ao grupo CTR. O CM de lagartos, na
literatura, é descrito como homdlogo ao giro denteado do hipocampo de
mamiferos. Isso porque nos lagartos essa estrutura envia proje¢des para areas
como o CDM e CD, semelhante as proje¢cdes do giro dentado para regides de
CA3, CA2 e CA1 em mamiferos. Essas proje¢cdes em lagartos, exibem
marcagdes para zinco semelhantes ao que acontece com as fibras musgosas
nos mamiferos. (LANUZA et al., 1997; DE CARVALHO PIMENTEL et al., 2011).
O GD descrito em mamiferos participa de muitos processos, sendo alguns
deles, a codificagado de informagdes sensoriais captadas do meio, a fim de criar
uma representagao espacial do ambiente (KESNER, 2013). Além disso ele
participa na formagdo de memorias do tipo espacial, ou seja, os tipos de
memoria que estao envolvidas em saber os locais que possuem alimentos ou
agua, onde fica o territério inimigo, ou se aquele ambiente representa perigo
baseado em experiencias prévias (BRUCE; NEARY, 1995; GEINISMAN; DE
TOLEDO-MORRELL; MORRELL, 1986; KESNER, 2013; NILSSON et al.,
1999). Baseado nisso € possivel sugerir que nao houve diferenga entre o grupo
EA e 0 EN devido a estes, independente do estimulo ser considerado aversivo
ou ndo, necessitarem do CM para processar as informagdes captadas do
ambiente e gerar uma representagéo espacial. Além disso, ter sido observado
diferenca entre o grupo EA e CTR e nao entre EN e CTR infere que a
quantidade de informagdes processadas pelo grupo EA foi maior ja que no

contexto, havia o gato como perigo real, diferente da gaiola.

O CDM é considerado homodlogo a regiao CA3 de mamiferos devido
as proje¢des de zinco provindas do CM (BRUCE; NEARY, 1995; LOPEZ-
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GARCIA et al, 2002; SRIVASTAVA; MAURYA; CHAND, 2009;
WOUTERLOOQOD, 1981). O papel da regidao CA3 é amplamente estudada na
literatura em contextos aversivos, e estudos como o de Cravens et al., (2006)
mostra que especificamente os receptores NMDA localizado nessa regiao
desempenham fung¢do importante para o reconhecimento do contexto, e
quando alterado sua funcionalidade prejudica a percepg¢éao do individuo quanto
a representacdo do meio. Nos resultados apresentados na Figura 11.B é
possivel observar que o grupo EA apresentou um aumento significativo de
células marcadas para c-Fos, o que pode indicar uma maior participagcéo dessa
area no contexto aversivo, resultado esse nao visto quando comparado o grupo
EN e CTR.

Apesar do estudo de Cravens et al., (2006) sobre o papel do CA3 no
reconhecimento do contexto, € sabido que o hipocampo também esta
relacionado a formagéo e consolidagdo de memorias. Dito isso, um estudo de
Daumas et al., (2005) mostrou que a regido CA3 esta envolvida na aquisigao e
consolidagcdo de meméarias, € ndo no reconhecimento do contexto de forma
geral. Apesar de contraditorio, é plausivel que essa regido desempenhe mais
de um papel a depender do modelo estudado, devido a isso € reforgado a
necessidade em se aprofundar estudos nessas areas. No atual caso, o CDM
do lagarto T. hispidus pode tanto estar envolvido na avaliagdo do contexto

quanto na aquisigao de memoria.

A literatura descreve o CD sendo homodlogo as regides de CA1 e CA2
do hipocampo de mamiferos. Nossos resultados ndo mostraram diferengas
entre os grupos nessa regiao (Figura 11.C), no entanto ha sugestdes para isso:
1) foi mostrado no trabalho de Santos (2018), com a mesma espécie de lagarto,
gue essa estrutura ndo é necessaria para a expressao de respostas aversivas.
Isso porque mesmo inibindo essa area com Muscimol, um agonista gabaérgico,
0s animais apresentaram respostas de medo quando reexpostos ao gato no dia
seguinte. 2) Ainda que o hipocampo de mamiferos (CA1, CA2 e CA3) esteja
envolvido em processos de memoria, as areas CA1 e CA2 observadas na
literatura, possuem papel nas memorias de longo prazo (DUDEK;
ALEXANDER; FARRIS, 2016; MIZUNO et al., 2020), enquanto que CA3 nas
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memorias de curto prazo (REBOLA; CARTA; MULLE, 2017). Baseado no
modelo de estimulo aversivo apresentado nessa dissertagao, e no tempo em
que os animais foram expostos e perfundidos, a memdria de curto prazo seria
a unica em estagio de formacao evidenciando assim uma menor participagao

do CD na parte motora do animal.

O CL de lagartos € descrito por Martinez-Garcia et al., (1986) como
homologo ao cortex entorrinal de mamiferos, pois recebe proje¢cdes advindas
do bulbo olfatério e envia projegdes para o cortex medial a fim de contribuir para
a formacdo da representacdo espacial. E sabido que o cértex entorrinal em
mamiferos é bem desenvolvido ja que estes se utilizam do olfato como uma
das formas de captar informacdes do meio em que se encontra. No caso dos
répteis, muitas espécies se utilizam do olfato para ir atras de alimento ou
parceiros, sendo estudos desenvolvidos para entender como € a estrutura de
olfacdo e suas conexdes cerebrais (KRATZING, 1975; NOBLE; KUMPF, 1936;
SCHWENK, 1993). No entanto, a olfacdo é geralmente utilizada em animais
categorizados como forrageadores ativos, aqueles que vao atras de seu
alimento, e possuem essa estrutura bem desenvolvida. Para os lagartos do tipo
senta-e-espera como o caso do T. hispidus essa estrutura se apresenta
morfologicamente esguia, na porgéo final do CD, conforme mostrado na figura
2, e até entdo nao se tem estudos aprofundados nessa espécie o quanto essa
estrutura pode participar do processo de comportamento tipo medo e formagao

de memoria.

Nossos resultados mostraram que os animais do grupo EA tiveram um
aumento significativos de células c-Fos positivas quando comparado ao grupo
CTR, mas nao foi vista essa diferenga ao comparar com o grupo EN, nem
comparando o EN com o CTR. Lewis e Gould (2007) em sua revisdo apontam
que o cortex entorrinal em mamiferos, ndo esta somente relacionado a olfagao,
sendo também observado que esta estrutura envia projecdes para a AMIG, e
esta ultima ira regular comportamentos de medo como congelamento. Visto que
o T. hispidus é um forrageador do tipo senta-e-espera, e a hipdtese inicial é que
esses animais utilizam mais a visao para identificar suas presas e menos a

olfagéo para mesmo propdsito, podemos sugerir que o CL nesses animais pode
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estar atuando de forma indireta no comportamento de medo apresentado pelos
animais que foram expostos ao gato, visto que diante da gaiola vazia, nao foi

possivel observar essa mesma contribui¢cao da area.

A AMIG dos répteis juntamente com a RVDP, juntas sdo homdélogas a
amigdala basolateral em mamiferos, devido ao padrdo de conexdes que sao
enviadas e recebidas entre essas e areas corticais e talamicas (LANUZA, 1998;
LANUZA et al., 1997). Ja é definido na literatura que a ABL é o primeiro centro
de processamento de informagdes de natureza aversiva. Essa estrutura recebe
projecdes vindas tanto do talamo, quanto do cortex associativo, € logo em
seguida modula sinais para a segunda parte da amigdala, também chamada
de amigdala central (CeA). Regides como NRCP, PAG, NLET, LC, NP, NMDV,
e outras, receberao sinal da CeA e assim irdo modular alguns comportamentos
como o de congelamento, e respostas fisiologicas (BOCCHIO; NABAVI;
CAPOGNA, 2017; YANG et al.,, 2021; SANDERS; WILTGEN; FANSELOW,
2003).

Nos resultados apresentados no presente estudo, acerca das areas
como RVDP e AMIG (Figura 11.E e 11.F respectivamente), é possivel observar
que os animais do grupo EA apresentaram diferenga significativa quando
comparado com o grupo EN e com o grupo CTR. O grupo EN s6 mostrou
diferenca quando comparado com o grupo CTRL na RVDP (Figura 11.E). Estes
achados indicam que nos animais expostos ao gato, houve uma maior
participagcdo da AMIG em processar as informagdes aversivas, dado que a

gaiola vazia ndo atuou como estimulo aversivo.

Quando observados juntamente com os dados comportamentais, €
possivel ver que os animais do grupo EA apresentaram um maior tempo de
congelamento, uma menor distancia percorrida e uma maior laténcia para
iniciar um 1° deslocamento, comportamentos esses exibidos diante de uma
situacdo de perigo onde se tem o cuidado em ndo chamar a atengdo do

predador.

Outra area analisada foi o ESTR (Figura 11.G), que ja descrito na

literatura como sendo uma das responsaveis por atividades motoras nesses
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animais, uma vez que conforme apresentado por Bruce e Butler (1984),
eletroestimulagcdo nessa regidao promoveu movimentos tantos nas patas
dianteiras, como na mandibula e olhos. Além disso Martinez-Garcia et al.,
(1993) completam que a regido do ESTR em lagartos recebe projegcbes da
amigdala e assim é modulada por essa. Nossos resultados para a regiao
motora em questao mostram que, os animais do grupo EA apresentaram um
numero maior de células c-Fos positivas quando comparado ao controle, mas
nao houve diferenga ao comparar com o grupo EN. Ja o grupo EN mostrou uma
diferenca significativa quando comparado somente ao grupo CTR. E possivel
observar também que o numero de células c-Fos positivas no grupo EA foi
quase o dobro do numero apresentado pelos animais do grupo EN. E
importante destacar esse ponto, visto que mesmo que o cértex motor nos
animais que foram expostos ao estimulo aversivo possivelmente estivesse mais
ativo, o animal percorreu uma menor distdncia menor, um maior tempo de
congelamento, e se deslocou menos que os animais que somente foram
expostos a gaiola vazia. Isso pode indicar que nesse momento o ESTR dos
animais expostos ao gato estaria envolvido nos movimentos de cabega (dados
nao apresentados) a fim de avaliar o contexto aversivo, visto que para esse
parametro (laténcia para iniciar o 1° movimento), esses se mostraram mais

ativos.

Os animais do grupo EN apesar de mostrarem um aumento significativo
do numero de células c-Fos quando comparado ao CTR, é possivel observar
gue a area em questido estaria mais envolvida na locomog¢ao do animal, visto
que como apresentado anteriormente, a sugestao de que apds uma avaliagéo,
esses animais nao consideraram a gaiola como estimulo aversivo, permitindo

assim uma maior atividade exploratoria.

Para a ultima area analisada, o SEPT, a diferenca estatistica foi apenas
observada no grupo EA quando comparado ao grupo EN e CTR. O SEPT em
lagartos é descrito como semelhante ao septo em mamiferos, visto que essa
estrutura recebe projecées da AMIG e envia projegdes para areas como o GD,

tendo seu papel tanto formagéo de memarias quanto comportamento de medo
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(BESNARD et al., 2019; DAVIES et al., 2002; FONT et al., 1998; OKAMOTO;
AIZAWA, 2013).

Um dos comportamentos modulados pelo SEPT & o congelamento, que
segundo (DAVIES et al., 2002) quando lesionada essa area na espécie de
lagarto Podarcis hispancia, houve uma reducdo desse comportamento.
Quando comparado a os achados dessa dissertacdo é possivel observar que
os animais do grupo EA permaneceram em congelamento durante toda a
sessao de exposicado ao gato, e que juntamente aos dados de marcagao para
c-Fos indicam que possivelmente essa area estava atuando para que o

comportamento fosse expresso de maneira acentuada.

7 CONCLUSAO

Através do presente trabalho foi possivel observar que lagartos da
espécie Tropidurus hispidus apresentam comportamento de medo modulado
por areas como: Cortex medial, Cértex dorsomedial, Cortex Lateral, Amigdala,
Estriado e Septo, mas nado Cortex dorsal. Além disso, esse trabalho corrobora
que utilizar o modelo de um gato doméstico serve como estimulo aversivo
suficiente para aprofundar os conhecimentos na area da neurobiologia do

medo.

Estudos futuros inibindo ou super ativando as areas citadas podem
elucidar o papel individual de cada uma delas para o comportamento de medo.

8 LIMITAGOES DO ESTUDO

A pandemia foi a limitag&o crucial, visto que além de pensar no bem estar
dos animais, todo o horario de atividades do laboratdério, assim como o ndmero

de pessoas la presente teve de ser reajustado.
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A parte Imunohistoquimica teve de ser limitada a um numero de
pessoas, € como ocorrem experimentos em paralelo, tivemos agenda restrita

para quais dias poderiamos fazer essa etapa super importante do projeto.

Uma das limitagdes necessaria a serem ressaltadas com relacdo aos
lagartos da espécie Tropidurus hispidus, é que como estes foram capturados
na natureza, ndo se teve conhecimento de quais estimulos prévios os mesmos
foram expostos, existindo portanto, a possibilidade dos resultados aqui
apresentados terem sofrido interferéncia dessa possivel pré-exposicao. A
forma como esse fator podera ser descartado em estudos posteriores, é através
da criacdo e manutengao de lagartos dessa espécie, desde o momento de seu

nascimento até a perfusao.

9 PERSPECTIVAS PARA PROXIMOS TRABALHOS

Diante dos dados apresentados nessa dissertagao, tem-se uma melhor
compreensao de quais areas podem estar envolvidas no comportamento de
medo do lagarto Tropidurus hispidus. Com base nisso, para estudos futuros,
pretende-se manipular as areas citadas nesse projeto, tanto inibindo-as quanto
super ativando-as, a fim de observar detalhadamente o papel de cada uma no

desempenho de sobrevivéncia desses animais frente a uma situagao de perigo.
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