* LUENDD EResE!)

SERVICO PUBLICO FEDERAL

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA

MESTRADO EM CIENCIAS FISIOLO% >
<

\
‘

‘ :
% > 8 =g
f ’ :
HEITOR FRANCO SANT /)»j'i o
L

TITULO DA DISSERTACAO

PARTICIPACAO DO HIPOCAMPO REPTILIANO
NOS PROCESSOS DE MEMORIA AVERSIVA:
UM ESTUDO ELETROFISIOLOGICO




r1
SERVICO PUBLICO FEDERAL

MINISTERIO DA EDUCACAO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA
MESTRADO EM CIENCIAS FISIOLOGICAS

HEITOR FRANCO SANTOS

PARTICIPACAO DO HIPOCAMPO REPTILIANO NOS
PROCESSOS DE MEMORIA AVERSIVA: UM ESTUDO
ELETROFISIOLOGICO

SAO CRISTOVAO
2021



HEITOR FRANCO SANTOS PARTICIPACAO DO HIPOCAMPO REPTILIANO NOS PROCESSOS DE
MEMORIA: UM ESTUDO ELETROFISIOLOGICO 2021




HEITOR FRANCO SANTOS

PARTICIPACAO DO HIPOCAMPO REPTILIANO NOS
PROCESSOS DE MEMORIA: UM ESTUDO ELETROFISIOLOGICO

Documento de dissertacdo apresentada ao Programa de Pés-
Graduacdo em Ciéncias Fisioldgicas da Universidade Federal de
Sergipe como requisito para a obtencdo do grau de Mestre em
Ciéncias Fisioldgicas.

Orientador: Prof. Dr. José Ronaldo dos Santos

Coorientador: Prof. Dr. Hindiael Aeraf Belchior

SAO CRISTOVAO
2021



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA BIBLIOTECA CENTRAL

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE

S237p

Santos, Heitor Franco

Participacdo do hipocampo reptiliano nos processos de memdria: um
estudo eletrofisiologico / Heitor Franco Santos; orientador José Ronaldo
dos Santos. — Séo Cristovdo, SE, 2021.

87 f.:il.

Dissertacdo (mestrado em Ciéncias Fisiologicas) — Universidade
Federal de Sergipe, 2021.

1. Eletroencefalografia. 2. Lagartos. 3. Memoria. 4. Aprendizagem. I.
Santos, José Ronaldo dos, orient. IlI. Titulo.

CDU 612.821.2.019




Vi

HEITOR FRANCO SANTOS

PARTICIPACAO DO HIPOCAMPO REPTILIANO NOS
PROCESSOS DE MEMORIA: UM ESTUDO ELETROFISIOLOGICO

Documento de dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
Graduacgdo em Ciéncias Fisioldgicas da Universidade Federal de
Sergipe como requisito para a obtencdo do grau de Mestre em
Ciéncias Fisioldgicas.

Orientador: Prof. Dr. José Ronaldo dos Santos

1° Examinador: Prof. Dr. Hector Julian Tejada Herrera (UFS)

2° Examinador: Prof. Dr. Flavio Freitas Barbosa (UFPB)

SAO CRISTOVAO
2021



Vil

Dedico a construgdo do documento e do meu desenvolvimento a
Deus e a todos os que estiveram torcendo e me apoiando.
Ninguém cresce ou vive sozinho. Ter a familia, amigos e pessoas
Ihe conduzindo ao sucesso, € uma bencdo de carater
inenarravel.



viii
AGRADECIMENTOS

Primeiro, agradeco a Deus e aos meus pais pelo meu desenvolvimento sadio até aqui. A
vida precisa ser aproveitada para se construir objetivos, desenvolvimento, comunhao, sorrisos
e dadiva do obrigado. Alcancar a oportunidade de conseguir um titulo de Mestre, para a
sociedade académica, cientifica, € o primeiro passo para quem deseja a profissdo de Cientista.
E para mim e minha familia é a primeira de muitas conquistas. E ¢ através dessa familia, que
enalteco que o titulo ndo é apenas meu, é de todos nos, é de minha mae, irméos, namorada, dos
meus padrinhos, tios, avd, amigos que, por bencdo do destino, se tornaram companheiros de
trabalho e sonho, das pessoas que indiretamente me auxiliaram com conversas, abstracdes,

conselhos.

E para inicio, “ninguém conquista nada sozinho”. Porque vocé precisa das pessoas para
necessidades tdo simples, quanto possa imaginar e independente do mundo capitalista, se a
pessoa ndo estivesse ali, dificilmente vocé conseguiria ter seu tempo para aproveitar no
autodesenvolvimento. A minha mae, Meunia, eu te agradeco com o eterno “Eu te amo”’, porque
eu sei de todas as suas e nossas dificuldades, mas passo a passo estamos conseguindo chegar
14, enfrentamos e superamos muitas coisas, que apenas nds sabemos o alivio de superar. Aos
meus padrinhos, Marcelo e Kelly, meu pai e mae em dose dupla, “amo os dois demais”, sempre
me apoiando e ajudando a alcancar todas as minhas conquistas, nem conto a quantidade de
noites durante o mestrado, que saia de sua casa as 3 horas da manhad. As minhas irmds, Kati
(Bertinha) e Lu, “amo vocés, suas lindas”, e irmédo, Marcelinho, que sempre estivemos juntos

no desenvolvimento do outro.

A minha namorada, companheira, amiga, Beatriz, que divide o sonho de conquistar cada
degrau do nosso desenvolvimento e que partilhamos da ajuda mutua em melhorar e ouvir de
cada um a pesquisa, 0 conhecimento e duvidas que temos. Juntos buscamos nos apoiar e ajudar
na construcao dos cientistas que seremos. Eu te agradeco em especial, porque foi de vocé que
ouvi a primeira vez sobre o que seria ser mestre ou doutor. Esse sonho de avancar foi iniciado
através de muitas de nossas conversas. “Eu te amo!” E pode contar comigo que vocé sabe que

te apoio em qualquer doideira para nosso futuro, sucesso e desenvolvimento. “Né ndo!”

O sonho avancou e foi dado como largada, principalmente, quando conheci o trabalho
de Ronaldo na UFS. Esse doutor do conhecimento, me possibilitou conhecer o universo da
ciéncia. Iniciamos os trabalhos de IC, que com toda a atencdo e orientacdo investiu em mim,
mostrou caminhos a serem seguidos e me integrou a equipe do LaNCE e do LNFS. Os dois

grupos de pesquisa, coordenados pelo Dr. Ronaldo e pelo Dr. Murilo, sdo meus alicerces do



IX
conhecimento aplicado. Nesse ambiente intensamente produtivo, eu despertei o amor pela
ciéncia e mais uma vez, duas mentes brilhantes, a de Ronaldo e Murilo conduzem o
desenvolvimento do aprendizado de todo o grupo. O grupo cresce junto e aprende a cada passo
como € trabalhar em equipe, vibrar com a conquista do préximo, sofrer, superar e gerar
resultados. A minha admiracdo por Ronaldo, que como orientador € meu pai cientifico, €
inenarravel. Sou extremamente grato a Deus, a0 cosmo, ao acaso por ter desenvolvido essa

conexdo para o crescimento de tantos frutos.

Os grupos de pesquisa sdo uma unidade de todos e nos temos a admiracdo de um pelo
outro. Desse grupo eu compartilhei ¢ “roubei” conhecimento dos mais experientes como Katty,
Auderlan, Marcos, Thiago, Marina, Edson Lima, Edson Rezende, Thassya, Jodo, Rodolfo,
Polly, Livia, Adriano, Ronaldo e Murilo e cada vez mais o grupo foi desenvolvendo e novas
pessoas entraram e passamos a ensinar e trocar conhecimento com Wesley, Roberta e Mylaine.
Essa unido é fruto do trabalho comum, das reunides cientificas, dos cafés que bebemos, das
reunides extra laborais com muita risada e palhacada. Do grupo, a saga de destemidos foi
langada ao destino e os BLINDOES foram criados. Eu, Jodo, Rodolfo e Thiago passamos a
interagir no aprendizado e desenvolvemos habilidades e conhecimentos. Agradeco a vocés por
todo o mutuo aprendizado. Foi, é e sera de uma riqueza sem comparagao.

Saindo do grupo, Ronaldo como sempre no apoio e incentivo, apresentou-me ao
professor Hindiael da UFRN, o qual é meu coorientador. A esse, grande pesquisador, eu
agradeco a paciéncia e atencdo ao ensinar um pouco do tanto que sabe, por me ajudar a
compreender como analisar, interpretar, associar o resultado com o que objetivamos estudar.
Foi uma longa jornada de dias e noites me mostrando como proceder nas analises. Agradeco

imensamente o tempo e disponibilidade para produzirmos juntos.

Agradeco ao programa de Ciéncias Fisioldgicas, que me aceitou como aluno, pois ndo
basta apenas ser aprovado pelo regulamento do programa, mas o acolhimento de todo o corpo
docente e administrativo € essencial para o bom desenvolvimento pessoal e profissional. 1sso
tudo foi entregue pelo PROCFIS que junto a UFS batalham para o desenvolvimento da pos-
graduacdo no pais e de seus alunos. Ao setor administrativo, ndo poderia deixar de agradecer a
Renivan, meu amigo pessoal, com quem tomei café da manh&, almogo e lanches e conversamos

de maneira aberta ao crescimento abengoado de cada um.

Por fim, agradeco o financiamento e subsidio da CAPES, CNPq e UFS.



“O crescimento tem que ser intencional, ninguém
melhora por acidente.”
John Maxwell



Xi

RESUMO

Participacdo do hipocampo reptiliano nos processos de memoéria: um estudo
eletrofisiologico. Heitor Franco Santos, 2020.

Introducdo: A memoria corresponde a capacidade de recuperar informacbes que foram
armazenadas. Entre as diversas técnicas, os estudos eletrofisioldgicos da memoria permitem
associarmos padrdes de respostas elétricos e tém ganhado forca, principalmente em mamiferos.
Estudos sobre memoria em lagartos tém apontado para possiveis homologias entre areas
corticais do cérebro reptiliano e o hipocampo em mamifero, area envolvida com o
processamento de memoria. Entretanto, algumas lacunas sobre a preservacgdo da funcionalidade
dessas areas corticais, em grupos menos derivados, nao foram respondidas através das anéalises
moleculares e morfoldgicas. Nesse sentido, o objetivo do presente estudo foi caracterizar o
padrdo de atividade eletrofisioldgica do cortex dorsal (CD) do lagarto tropical Tropidurus
hispidus nos processos de memdria aversiva. Metodologia: Foram utilizados 10 lagartos,
divididos em dois grupos: controle (G.CTRL) e experimental (G.EXPT). Animais de ambos 0s
grupos foram submetidos a cirurgia estereotdxica para implante de eletrodos de contato
superficial com o cortex. O protocolo experimental se desenvolveu em dois dias seguidos. No
dia 1 (treino), lagartos de ambos os grupos, primeiro o G.CTRL e depois 0 G.EXPT, foram
habituados ao espa¢o da tarefa individualmente, por 10 min. Apos esse tempo, iniciou-se a
ambientacdo seguida de registro elétrico do CD, por 10 min. Os animais G.CTRL seguem a
exposicdo e foram expostos a uma gaiola vazia. Apos o0 G.CTRL, o G.EXPT foi ambientado
por 10 minutos e registrado simultaneamente. Seguido da exposi¢do a uma gaiola contendo um
gato doméstico, modelo aversivo. Durante a exposicdo de 10 min foi realizado o registro
simultaneo do sinal eletrofisioldgico. No dia 2 (teste), 24h apds o treino, os lagartos de ambos
os grupos foram habituados individualmente, por 10 min, no mesmo terrario do dia 1 e apds
esse tempo, os animais G.CTRL e G.EXPT passaram pela ambientagdo, por 10 min, e posterior
exposicdo a uma gaiola vazia. Durante a ambientacdo e a exposi¢cdo a gaiola foi realizado
novamente o registro eletrofisiolégico simultaneo. O sinal elétrico registrado foi avaliado
guanto a sua distribuicdo normal, foi aleatoriamente selecionado para caracterizacdo, foi
mensurada caracteristicas predominantes no desenvolvimento temporal, seguido da distribuicéo
fragmentada em bandas de frequéncias via método de Welch e avaliada interacdo entre
frequéncias, por acoplamento de frequéncia cruzada. Assim, foi avaliado perfil de participacédo
e interacdo entre as condi¢cbes comportamentais (neutra e aversiva). Por fim analisado
estatisticamente. Resultado e Discussdo: As analises do sinal mostraram que o padrdo de
ocorréncia eletrofisiolégica € dominante nas baixas frequéncias de 1-3 Hz, com altas
amplitudes, e diminui sua amplitude para frequéncias acima de 4 Hz. O espectro, em bandas de
dominio, é semelhante ao que é encontrado em mamiferos: banda 01 (1-5 Hz) banda 02 (6-10
Hz) banda 03 (11-17 Hz) e banda 04 (18-23 Hz), que podem categorizar o dominio
eletrofisiologico da memoria aversiva. O G.EXPT, no treino e no teste, apresentou mudancas
eletrofisiologicas sustentadas pela exposicao ao gato. A amplitude do sinal do G.EXPT é maior
quando comparados a condi¢do de ambientacdo e ao G.CTRL. Ao analisarmos o efeito da
exposicdo para banda 01 a banda 04: p < 0,05, o estimulo aversivo foi capaz de alterar o perfil
eletrofisiologico com maior efeito quando comparado ao estimulo neutro. Essa resposta do
treino se repete no teste, com a atividade elétrica alterada para a banda 04: p < 0,05, que pode
representar uma possivel participagdo da &rea do CD com tarefas associadas a memoria.
Aumentos de amplitude em frequéncias acima de 20 Hz podem ser expressas COmo
acoplamento de frequéncias entre fase-amplitude. Essa interacao foi observada, com as regifes
objeto de interesse (ROI): em delta (2-4 Hz) e teta (4-8 Hz) com altas frequéncias (20-80 Hz) e
foi observada resposta aumentada para o0 G.EXPT no acoplamento do ROI: 4-8 (fase) e 20-80
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(amplitude) treino: p < 0,05 e no teste p < 0,05. Essa resposta é bem relacionada aos processos
plasticos decorrentes do estimulo e formacdo da memoria. Concluséo: Os padrbes de ondas
eletrofisioldgicas observados, no CD estdo associadas @ modulagdo no modo da comunicagéo
sinaptica, que regulam as fun¢ées mnemaonicas durante uma tarefa aversiva.

Palavras chave: Eletroencefalograma, lagartos, potencial de campo local, aprendizagem
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ABSTRACT

Participation of the reptilian hippocampus in memory processes: an electrophysiological
study. Heitor Franco Santos, 2020.

Introduction: Memory corresponds to the ability to retrieve information that has been stored.
Among the various technigues, electrophysiological memory studies allow us to associate
patterns of electrical responses and have gained strength, especially in mammals. Studies on
memory in lizards have pointed to possible homologies between cortical areas of the reptilian
brain and the hippocampus in mammals, an area involved with memory processing. However,
some gaps on the preservation of the functionality of these cortical areas, in less derived groups,
have not been answered through molecular and morphological analyzes. In this sense, the
objective of the present study was to characterize the pattern of electrophysiological activity of
the dorsal cortex (DC) of the tropical lizard Tropidurus hispidus in the processes of aversive
memory. Methodology: 10 lizards were used, divided into two groups: control (G.CTRL) and
experimental (G.EXPT). Animals from both groups were submitted to stereotactic surgery to
implant electrodes of superficial contact with the cortex. The experimental protocol was
developed in two consecutive days. On day 1 (training), lizards from both groups, first G.CTRL
and then G.EXPT, were used to the task space individually, for 10 min. After that time, the
ambience started, followed by an electric record of the CD, for 10 min. The G.CTRL animals
continue to be exposed and were exposed to an empty cage. After G.CTRL, G.EXPT was set
for 10 minutes and recorded simultaneously. Followed by exposure to a cage containing a
domestic cat, aversive model. During the 10 min exposure, the electrophysiological signal was
recorded simultaneously. On day 2 (test), 24h after training, the lizards of both groups were
used individually, for 10 min, in the same terrarium on day 1 and after that time, the animals
G.CTRL and G.EXPT went through the setting, for 10 min, and subsequent exposure to an
empty cage. Simultaneous electrophysiological recording was performed during the setting and
exposure to the cage. The recorded electrical signal was evaluated for its normal distribution, it
was randomly selected for characterization, the predominant characteristics of temporal
development were measured, followed by the fragmented distribution in frequency bands using
the Welch method and the interaction between frequencies was evaluated by cross-frequency
coupling. Thus, a profile of participation and interaction between behavioral conditions (neutral
and aversive) was evaluated. Finally analyzed statistically. Result and Discussion: Signal
analyzes showed that the pattern of electrophysiological occurrence is dominant at low
frequencies of 1-3 Hz, with high amplitudes, and decreases its amplitude for frequencies above
4 Hz. The spectrum, in domain bands, is similar to what is found in mammals: band 01 (1-5
Hz) band 02 (6-10 Hz) band 03 (11-17 Hz) and band 04 (18-23 Hz), which can categorize the
electrophysiological domain of memory aversive. G.EXPT, in training and testing, showed
electrophysiological changes sustained by exposure to the cat. The signal amplitude of G.EXPT
is greater when compared to the ambient condition and to the G.CTRL. When analyzing the
effect of exposure for band 01 to band 04: p <0.05, the aversive stimulus was able to change
the electrophysiological profile with greater effect when compared to the neutral stimulus. This
training response is repeated in the test, with the electrical activity changed for band 04: p <0.05,
which may represent a possible participation of the DC area with tasks associated with memory.
Amplitude increases in frequencies above 20 Hz can be expressed as frequency coupling
between phase-amplitude. This interaction was observed with the regions of interest (ROI): in
delta (2-4 Hz) and theta (4-8 Hz) with high frequencies (20-80 Hz) and an increased response
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was observed for G.EXPT in the ROI coupling: 4-8 (phase) and 20-80 (amplitude) training: p
<0.05 and in the test p <0.05. This response is well related to the plastic processes resulting
from the stimulation and formation of memory. Conclusion: The observed electrophysiological
wave patterns in the DC are associated with modulation in the mode of synaptic
communication, which regulate mnemonic functions during an aversive task.

Keywords: Electroencephalogram, lizards, local field potential, learning



XV

Resumo social

Participacdo do hipocampo reptiliano nos processos de memdria: um estudo
eletrofisiologico. Heitor Franco Santos, 2020.

Estudar memoria nos répteis, nos revela desafios quanto as duvidas que temos sobre
aprendizagem e memdria. A habilidade que todos os animais possuem de formar memoria é
desafiada pelo enigma de onde, no cérebro, sdo formadas e estdo armazenadas as memorias. E
como podemos acessar essas informaces, se é possivel esquecé-las e como transforma-las.
Sabe-se que e como nossas experiéncias podem favorecer a forca do que lembramos e como
podemos perde-las facilmente. Um dos tipos de memorias, que possuem essa caracteristica de
ser lembrada facilmente ou esquecer eternamente, € a memoria associada a traumas, ou
contextos aversivos. Essa memoria é caracterizada como memoria aversiva. Uma das formas
de se investigar € conhecendo como nosso cérebro e seus neurbnios estdo conversando. A
técnica de investigagdo dessa conversa pode ser o eletroencefalograma (EEG) ou
eletrocorticograma (ECoG). Com essas técnicas podemos interpretar eletricamente a frequéncia
e energia que trabalha o nosso cérebro ou o do réptil. No nosso modelo de investigacdo com o
calango, o Tropidurus hispidus. Os répteis possuem uma estrutura cerebral mais simples, ou
menos derivada, que n6s os mamiferos. Os mamiferos e répteis possuem estruturas que parecem
ser funcionalmente homdlogas e preservadas. Essa estrutura no cérebro mamifero € o
hipocampo e nos répteis é o cortex reptiliano, antes denominado como hipocampo reptiliano.
Assim, podemos investigar como esta ocorrendo a formacdo e recordacdo dessa memdria.
Foram utilizados os calangos para avaliar a resposta elétrica do cérebro em tarefas envolvendo
memoria. As analises do sinal mostraram que o padrao eletrofisiolégico no calango foi alterado
com a exposicao ao gato e a alteragdo persistiu na segunda exposi¢do, 0 mesmo resultado ja foi
abordado em outros trabalhos com mamiferos. Esse resultado nos revela uma preservacao da
comunicacdo ao longo da evolucdo. Os padrbes de ondas eletrofisioldgicas observados no
hipocampo reptiiliano estdo associados a comunicacdo neuronal, que regulam as funcgdes da
memorizagdo durante uma aprendizagem de memoria aversiva.

Palavras chave: Eletroencefalograma, lagartos, potencial de campo local, aprendizagem
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1 INTRODUCAO

Ao longo da evolucdo, os processos de memoria tém sido fundamentais para
sobrevivéncia e desenvolvimento dos animais. Através da capacidade de formar memorias, 0s
animais podem reagir aos estimulos ambientais, ndo mais como eventos novos, mas sim, como
algo mais elaborado e baseado em componentes aprendidos, sejam eles positivos ou negativos.

Na neurociéncia, o tema memdria é o0 mais estudado. Mas, apesar do grande nimero de
pesquisas, ndo se compreende totalmente como a memoria tem se desenvolvido ao longo da
evolucdo, ou mesmo quais divergéncias e bases mnemaonicas sdo necessarias para que ela tenha
se mantido ou diferenciado entre animais (ASOK et al., 2019; IZQUIERDO, 1989). Entre os

estudos sobre a memdria, a maior concentragdo de trabalhos esté relacionada aos mamiferos.

Depois dos mamiferos, as aves (KREBS et al., 1989) tém se destacado nesse campo de
estudo. As aves tornaram-se foco de pesquisa por causa das habilidades de canto e migratorias
relacionadas, respectivamente, a memoria vocal e espacial (GUNTURKUN; BUGNYAR,
2016).

Entretanto, pouco foi pesquisado e se conhece sobre a formagao desses mecanismos em
outros grupos vertebrados, entre eles os répteis. Nestes, destacam-se os estudos envolvendo as
tartarugas marinhas e sua capacidade de formar memdrias espaciais (GUTNICK;
WEISSENBACHER; KUBA, 2020). Quanto ao grupo dos lagartos, ainda se discuti se é
possivel que eles formem memoria, em vista da dificuldade de se avaliar e exibir parametros

comparativos com as pesquisas de animais de laboratorio.

E importante buscar no sistema nervoso como sua estrutura trabalha de maneira
funcional nas atividades cognitivas, pois é essa estrutura que desempenha a funcao de organizar,
interpretar e aprender com as experiéncias.

A presenca de um sistema nervoso bem estruturado € comum a todos os vertebrados,
como um centro regulador de suas fungdes. Entre as areas do sistema nervoso em mamiferos,
encontra-se 0 hipocampo, uma area que atua como ferramenta central para a formacéo e
manutengdo da maioria das memorias (BORN; WILHELM, 2012). Compreender a
funcionalidade do hipocampo ou areas homdlogas, como o cortex cerebral nos répteis, fortalece
a prerrogativa de que a habilidade de formar memoria se propagou na evolugdo e preserva

caracteristicas em diferentes classes de animais.

Assim, nossos grupos de pesquisa apresentam resultados com o modelo comportamental

de exposicédo aversiva, com aumento da ativagdo neuronal nas areas do encéfalo do Tropidurus



hispidus como o hipocampo reptiliano e amigdala. No hipocampo reptiliano, a atividade
neuronal foi aumentada com a tarefa, principalmente, na regido do cortex medial, dorso-medial
e dorsal do T. hispidus (SANTOS, 2016) atraves da marcagéo por imuno-histoquimica de genes
de expressdo imediata, como ZIF-268 e cFOS. Santos (2018) realizou intervencéo
farmacoldgica, com o muscimol, inibidor de atividade, no hipocampo reptiliano e mostrou a
participacao da regido nos processos de formacao de memaria, no modelo de memaria aversiva,
com mudancas comportamentais dependentes da fase de manipulacdo. Medeiros (2019)
demonstrou que durante o modelo de exposicdo a estimulo aversivo ha indicios de aumento de
comunicacdo neuronal, através de processos de resposta ao 6éxido nitrico, e resposta ao
comportamento tipo medo, com provavel interacdo na formacdo de memoria aversiva no
lagarto.

Através das descobertas do nosso grupo, compreende-se a provavel participacdo do
cortex na formacdo da memodria do tipo aversiva e nos processos plasticos de sinapse.
Entretanto, ndo se conhece se a atividade elétrica dessas areas durante 0s processos de memoria
esta preservada. Nao foram registrados estudos que envolvessem o registro eletrofisiologico e
tarefas mnemaonicas. A compreensdo desses mecanismos contribui para o conhecimento sobre
como ocorre a atividade elétrica cerebral nesse grupo de animais. E relaciona a participacao do
hipocampo em processos de memdria em grupos menos derivados. Assim, 0 presente estudo

objetivou caracterizar o padréo eletrofisiologico de T. hispidus no modelo de memaria aversiva.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Memoria

Memoria é definida como a capacidade de recordar experiéncias vivenciadas em
momentos passados (MCGAUGH, 2000). O processo para condugdo da formacao da memoria,
tem passos bem determinados: adquirir, formar, consolidar, evocar e ressignificar (MULLER,
G.E.; PILZECKER, 1900; MCGAUGH, 1966). A aquisicdo da memoria parte da investigacdo
(busca) em contato com o evento. Formar é organizar a informacg&o construida e comparar com
experiéncias passadas, esse passo inicia a constituicdo para armazenar a nova memdria, que
sera consolidada. Posteriormente, a memoria sera acessada (evocada) com uma nova
experiéncia e pode ser transformada (reconsolidacdo) (SHETTLEWORTH, 1998).

As memodrias sdo diferenciadas quanto ao tipo: explicitas e implicitas, as explicitas sdo
as que se declaram episddios vivenciados e podem ser narradas, as implicitas sdo as
relacionadas a func6es de ndo cognitivas como o caminhar, o estado de propriocepc¢do. Quanto
ao tempo: de curta ou de longa duragdo, os de curta duracdo sdéo memarias que podem néo ter
um estimulo o suficiente forte ou que apenas é necessario ao individuo para realizar
determinada tarefa, ja as de longa duracdo estdo relacionadas a fortes estimulos ou tarefas e
desempenhos cognitivos que foram repetidos e bem consolidados. A associacdo de informacdes
amemoria explicita abrange os tipos declarativas, episodicas, associadas a contextos que podem
ser descritos pelos fatos experenciados (NAIM et al., 2020).

A memoria de trabalho é um tipo de memoria envolvida com aspectos operacionais e/ou
de execucdo e tomada de decisdo. Ela € associada a consolidacdo da memoria quanto ao tempo
(DUDAI; KARNI; BORN, 2015; SQUIRE, 2004).

A memoria de curto e longo prazo sdo dependentes da memdria de trabalho
(IZQUIERDO et al., 1999; MCGAUGH, 2000; DUDAI; KARNI; BORN, 2015). Por sua vez,
a memodria de trabalho é responsavel por mediar processos de equiparacéo da situacéo existente
com situagdes ja vivenciadas (ZLOTNIK; VANSINTJAN, 2019).

Durante a sustentac¢do da informag&o com a memdria de trabalho, o inicio da atividade
cerebral é orientado a formacdo de memorias de curto ou longo prazo. No cérebro estimulado,
os fendmenos de arborizacdo dendritica (aumento da comunicagdo entre neur6nios),
plasticidade sinaptica (qualidade na comunicacdo entre neur6nios) e ativacdo de redes de
neurdnios (interacdes entre populagdes de neurdnios) sdo iniciados com a formacédo de memoria
de curto e longo prazo (NEVES; COOKE; BLISS, 2008). A memoria de curto prazo pode estar



associada a consolidacdo, seguida em memoria de longo prazo. A rede associada as memorias
armazena funcionalmente parte riéncias e consolida a rede de neurbnios previamente para
acesso da informacdo armazenada. A experiéncia consolidada mantém o aprendizado e a
mudanca comportamental pelo sujeito (MCGAUGH, 2000; IZQUIERDO et al., 2006).

A capacidade biol6gica e cognitiva de formar memorias contribuiu com sucesso
evolutivo de varios organismos (SHETTLEWORTH, 2010; CRYSTAL; GLANZMAN, 2013).
Durante as experiéncias que 0S organismos vivenciam, 0 comportamento sera alterado como
respostas as experiéncias armazenadas. Assim, percebe-se que o processo de aprendizado €
inerente ao sujeito que estd em constante adequacdo (IZQUIERDO, 1989b; IZQUIERDO;
MEDINA, 1997; SQUIRE, 2004; ROBERTS, 2019).

No processo de aprendizagem, a comunicacdo promovida nos neurbnios passa a ser
intensificada e redes de comunicacdo se moldam num processo plastico que favorece a
memorizacdo (IZQUIERDO, 1989b; MAREN, 2001; RIBEIRO, 2003; LAURENT;
WESTBROOK, 2008). A principal via de plasticidade é a interacdo sensorial e interpretacdo
mnemonica dos estimulos. Os estimulos sensoriais, atraves do encéfalo, projetam-se aos
nacleos responsaveis pela resposta e ativam a interpretacao da informacéo (HILLYARD, 2016).
Segundo Schurgin & Flombaum (2018), o estimulo visual é o que possui maior probabilidade

de desenvolver uma memdria e consolidar em memaria de longa duracdo na espécie humana.

O caminho desenvolvido pelos estimulos sensoriais para formagdo da memdria segue
sempre o local de receptividade da entrada sensorial, seguindo ao nucleo do talamo sensorial e
posteriormente para o hipocampo (regido do lobo temporal, com maior potencial responsivo,
gerador e modulador das memodrias) (IZQUIERDO; MEDINA, 1997). Do talamo, a
comunicagdo com o hipocampo se da inicialmente com o cortex entorrinal, que projeta para o
giro-denteado (GD), corno de ammon 3 (CA3), corno de ammon 1 (CA1l), subiculum (S) e
retorna ao cortex entorrinal (CE). O CE é a principal porta de eferéncia e aferéncia do
hipocampo com todo o encéfalo. No hipocampo, essa informacéo reverbera continuamente
(IZQUIERDO; MEDINA, 1997; IZQUIERDO et al., 1999), gerando alteracdes morfoldgicas e
fisioldgicas, ja previstas por Ramon y Cajal (1893), como um evento plastico.

No processo neurofisiologico de formacdo da memoria, 0s neurénios que caracterizam
a maior funcionalidade informativa s&o os responsaveis a alteragcdes morfologicas (arborizacéo)
e fisioldgicas (sinapses e sinalizagdes celulares) na comunicagéo do cérebro. E estdo aptos ao
desenvolvimento, principalmente, por uma maior comunica¢do com o ambiente (KANDEL et

al., 2013). A maior resposta sinaptica leva a mudancas oscilatorias importantes, no que rege as



parametrizacGes estabelecidas para a atividade potencial. Sabe-se que o encéfalo animal
trabalha desde frequéncias oscilatorias baixas entre 1-8 Hz, moderadas entre 9-50 Hz e altas de
50 Hz até frequéncias de 300 Hz (potenciacdo de longa duracdo (PLD), com ocorréncia
principal no hipocampo) (EGUILUZ et al., 2005; BELLUSCIO et al., 2012; GOLA et al.,
2012).

Na espécie humana, as frequéncias foram subdivididas em bandas de frequéncia que
exerce funcGes na conducdo mnemodnica. A exemplo, as fases alfa e beta, tipicamente,
correspondem ao processo de aquisi¢do e evocacdo da memdria (JOKISCH; JENSEN, 2007).
A banda delta (1-4 Hz) e teta (4-8 Hz) desenvolvem atividades brandas de oscilagdo cortical e
auxiliam no processo de consolidacdo (BAYRAKTAROGLU et al., 2006; BELLUSCIO et al.,
2012; MIYAZAKI; LIU; HAYASHI, 2017). A banda gama corresponde aos picos de atividade,
processo de organizacdo das memdrias, aumento da atividade entre neurdnios no hipocampo,
ocorréncia do PLD (SULLIVAN et al., 2011; LESTING et al., 2013; OLCAY; KARACALI,
2019).

Essas caracteristicas, apresentadas para humanos, estdo conservadas em outras espécies
de diferentes filogenias animais (BUZSAKI; LOGOTHETIS; SINGER, 2013). Embora as
diferentes espécies animais organizem as comunicacGes sinapticas de maneira Gnica, as
sinapses trabalham de maneira frequencial. As comunicagdes sindpticas também respondem as
emocdes e podem exacerbar ou preservar a atividade neuronal. A amigdala tem papel
fundamental na integragdo do comportamento emocional e como pode influenciar na
interpretacdo da consolidacio (BASAR; GUNTEKIN, 2012; LEDOUX, 2012; CATALDI;
VIGLIOTTI, 2018).

A amigdala é um dos centros de resposta emocional e processa 0s sentimentos como 0
medo em humanos ou comportamento tipo medo em outros animais (ASOK; KANDEL,;
RAYMAN, 2019). A resposta ao medo promove ativacdo da reposta sinaptica no hipocampo,

que associa e define a memaria no modelo de memoria aversiva (DALMAY et al., 2019).

As respostas comportamentais serdo moduladas em acordo a tomada de deciséo,
realizada com base nas memorias evocadas, sendo 0s aspectos emocionais 0s principais
moduladores e necessarios a tomada de decisdo. Um forte modulador é o estimulo aversivo,
que tem a capacidade de evocar respostas de luta e fuga e aspectos instintivos como o medo. O
medo é uma ferramenta essencial para a tomada de decisdo e sucesso na manutengdo e
continuidade da vida animal (MAREN, 2001; THAKER et al., 2010; LIKHTIK; JOHANSEN,
2019).



2.1.1 Memdria Aversiva

A memoria aversiva € a interacdo entre a formacdo da memaria e o contexto interpretado
como aversivo (OZAWA,; JOHANSEN, 2018). O medo é uma resposta fisiologica de carater
aversivo e associativo (SAH et al., 2003). Essa caracteristica estd compreendida pelos estudos
sobre estimulo-resposta (ER) que Pavlov (1927) descreve em seus artigos sobre a apresentacdo
do estimulo condicionado (EC) e resposta condicionada (RC) (IZQUIERDO; FURINI;
MY SKIW, 2016).

O EC é apresentado como estimulo neutro é pareado ao estimulo incondicionado (EI).
O EI estd associado ao estimulo de carater associativo, que resulta numa resposta
incondicionada (RI1). Deste modo a RI quando é ativada por um EC, essa resposta passa a ser
uma RC que apresenta mecanismos fisioldgicos de respostas associados ao El pareado ao EC
(SINGEWALD; HOLMES, 2019).

J& estd bem estabelecido na literatura que a RC ocorre em organismos com menos

derivacdo (a roedores, aves e invertebrados) até os humanos (EISENHARDT, 2014).

A exposicao a fortes estimulos ativa as vias mnemonicas e o organismo responde com
uma memoria sélida. Essa memdria é comum em situagdes que envolvam traumas, transtorno
do estresse pds-traumatico, panico e fobias (LISSEK et al., 2005; MILAD et al., 2008, 2009).

Ao associar o trauma ao agente estressor, pode-se contextualizar o significado que sera
dado a situagdo, como associagdo aversiva. A resposta ao aversivo ¢ demonstrada em todos 0s
animais (LEDOUX, 2012) e pode ser compreendido dois fatores: o aversivo e 0 contexto
aversivo. O aversivo € o componente ativo (El), que interage com o sistema nervoso no
mecanismo de luta-ou-fuga, congelamento e hipoxia. Ja o contexto aversivo, pode ser
representado pelo ambiente (EC) em que ocorre 0 encontro com o aversivo. Essas sdo respostas
comportamentais e fisiologicas da condi¢cdo associada ao contexto aversivo (EISENHARDT,
2014; LEDOUX, 2014). O medo deve ser integrado e entendido como uma resposta defensiva
ao contexto aversivo (IZQUIERDO; FURINI; MYSKIW, 2016). O aversivo aos animais, de
maneira geral, condiciona respostas reflexas, defensivas que caracterizam o aspecto de injaria
eminente (LIKHTIK; JOHANSEN, 2019).

Segundo lIzquierdo et al. (2016), os estudos sobre memoria aversiva permitiram uma
compreensdo dos fatores que conduzem o desenvolvimento da aprendizagem e memoria. A
memoria aversiva reflete com propriedade a teoria da Sinapse da Memdria Plastica (SMP) nos

processos de aquisicdo, formacéo e evocagdo. A SMP é garantida quando o modelo reforca a



existéncia de alteracGes elétricas, cognitivas e farmacoldgicas (LUCHKINA; BOLSHAKOV,
2019).

A SMP participa na formacdo da memoria aversiva, pois reforca a consolidacéo através
das vias de consolidagdo neurofisioldgicas. As vias envolvem ativacdo de proteinas cinase e
fosfatases que regulam a qualidade sinaptica e a arborizacdo dendritica (CRYSTAL;
GLANZMAN, 2013). O desenvolvimento da SMP é associado a interacdo entre regides
cerebrais. Uma forte interacdo ocorre entre amigdala-cortex-hipocampo-cortex (PRESTON;
EICHENBAUM, 2013) relacionada a SMP sobre a formagdo de memorias explicitas. Com a
formagdo da memoria, 0 engrama ou traco permanente da memoria é formado no cérebro
(HEBB; ALLPORT; KANDEL, 1949). A teoria de Hebb, Allport e Kandel (1949) afirma que
uma rede de comunicagdo neural controla e organiza as informacdes referentes a memodria,

principalmente, pela presenga de “tragos” que facilitem 0 acesso a sua evocagao.

A formacao dessas redes de memorizacdo permite o animal equiparar experiéncias
vividas com as situacbes novas. E ao avaliar a interacdo entre regides responsaveis pela
formacdo de memdria episodica, percebe-se que essas estruturas respondem tanto ao tempo de
exposicao quanto a intensidade do estimulo (PRESTON; EICHENBAUM, 2013).

A exposicdo a estimulos aumenta a frequéncia de atividade neuronal, durante os
processos de memoria. Esse aumento de atividade retorna aspectos oscilatorios (transicéo
excitatoria/inibitoria) que podem ser estudados e compreendidos. As caracteristicas dessas
oscilacdes sdo apresentadas ao longo do tempo, pela magnitude de atividade e periodicidade
(SINGER, 2018). Durante a codificacdo de informacdes entre hipocampo e cortex pré-frontal,
as oscilacbes de frequéncia teta sdo dominantes e participam da execucdo carater cognitivo
(SIAPAS; LUBENOV; WILSON, 2005; BOSKOVIC et al., 2018). Nesse contexto, as
oscilacdes teta, também estdo associadas ao estado de alerta e modulagdo na aprendizagem. De
maneira particular, associa-se a presenca dessas oscilacdes com relacdo a atividade colinérgica
das projecdes eferentes do prosencefalo basal ao hipocampo, amigdala e cortex pré-frontal
(TINGLEY et al., 2018; ZABORSZKY et al., 2018).

Em ratos, a presenca das oscilacOes teta durante o congelamento defensivo contribuem
na reposta da comunicagdo entre o cortex pré-frontal medial e o hipocampo na tarefa do
condicionamento aversivo (COURTIN et al., 2014; LIKHTIK; JOHANSEN, 2019).

No hipocampo de ratos e camundongos, a gravacdo dos potenciais excitatorios e
potenciais evocados sdo preferivelmente na banda de caracteristica teta (4-10 Hz) que



respondem aos estimulos excitatorios de CA3 via septo e retorna as areas dentro do hipocampo
(GREEN, 1964; IZQUIERDO; MEDINA, 1997; SENZAI; BUZSAKI, 2017).

Se comparar a funcdo do hipocampo mamifero ao reptiliano os mecanismos sobre
formacdo de memoria podem ter sido preservados em mamiferos e répteis. As funcgdes
mnemonicas sdo pouco conhecidas em grupos menos derivados, a exemplo, os répteis,
restringe-se aos poucos estudos relacionados a formagdo de memorias espaciais (LADAGE;
COBB IRVIN; GOULD, 2017; FONT, 2019) e formacdo de memdria aversiva (SANTOS,
2010, 2016), mas ndo se compreende como suas estruturas integram, interpretram e participam

de diferentes mecanismos fisiologicos da formag&o da memoria.

2.1.2  Memdria em Répteis

A evidéncia da formacdo de memoria em répteis foi investigada através de respostas
comportamentais em localizacdo espacial, interacdo social, contexto aversivo, ndo-aversivo e
discriminacdo de cores (DAVIS; BURGHARDT, 2011; LEAL; POWELL, 2012; GUTNICK;
WEISSENBACHER; KUBA, 2020). A investigacdo sobre aspectos mnemdénicos em répteis
demonstra que o estresse é fator ponderador da aprendizagem aversiva (GIACHERO; CALFA,;
MOLINA, 2015; THAKER et al., 2010; CLAUNCH et al., 2017). Deve-se entender que a
avaliacdo de formacdo de memoria em lagartos ndo tem a mesma efetividade, quando séo
executados protocolos preparados para mamiferos. Pois, os melhores modelos de estudos com
répteis sdo 0s que mimetizam ambientes semiartificiais ou naturais. Eles sdo animais selvagens
aptos a resolver ou enfrentar situacdo novas em ambientes naturais ou urbanos, mas ndo nas
condicGes tipicas de laboratério. (KANG; GOULET; CHAPPLE, 2018).

Ao considerar a formacdo de memoria aversiva, Shanbhag et al. (2010) utilizaram
filhotes de lagartos e os condicionou com um mesmo alimento (larvas). O alimento foi posto
em trés pratos e os discriminou em caracteristicas palataveis: o natural, banhado em sacarose e
em revestimento de cloroquina, esse como condicionamento aversivo. Como resultado, os
lagartos provavelmente foram capazes de memorizar a disposi¢do original dos alimentos e
reconhecer a caracteristica palatavel, se o alimento tivesse mudado a posigéo original. Quando
agradavel, engoliam, se ndo, regurgitam. Aparentemente os lagartos reconhecem o alimento de
sabor natural e aparentavam definir preferéncia do treino para o teste.

Ao avaliar o comportamento de tartarugas aquéticas, Davis et al. (2011) evidenciaram
a aprendizagem social na mesma espécie, através de condicionamento observacional de animais

modelo e aprendizagem observacional. Em outra perspectiva de analise, foram utilizados



lagartos machos da espécie, Eulamprus quoyii, e se percebeu que em ambiente seminatural os
animais foram capazes de acertar a localizacdo de reflgio seguro, depois de um estimulo
aversivo. Essa resposta foi sustentada durante um periodo de 3 a 4 dias (NOBLE; CARAZO,;
WHITING, 2012). Clark et al. (2014) utilizaram lagartos, machos da espécie Bassiana
duperreji, que provavelmente mostraram a capacidade associativa em discriminar cores e
definirem escolha espacial. Isso permitiu repetir os dados em situacdo de ameaca predatdria e
desenvolvimento na solugédo de labirintos (AMIEL; SHINE, 2012; AMIEL; LINDSTROM,;
SHINE, 2014).

As evidéncias de que répteis sdo capazes de formar memoria séo reforgadas atraves do
lagarto Psammophilus. dorsalis, que foi capaz de encontrar o reflgio seguro (BATABYAL;
BALAKRISHNA; THAKER, 2017). Quando submetido a abordagem do teste de
aprendizagem reversa, o P. dorsalis executa com sucesso a tarefa. O resultado provoca a
evocacao da memoria e provavelmente promove o processo de reconsolidacao e ressignificacdo
da memoria formada, que reflete em adaptacdo na aprendizagem e comportamento
(BATABYAL; THAKER, 2019).

Estudos com o lagarto Eulamprus quoyii tém evidenciado a formacdo de memoria
através das respostas comportamentais caracterizadas pela flexibilidade na mobilizacdo frente
aos modelos de aprendizagem espacial, aprendizagem social de filhotes pelos adultos,
manipulacdo de objetos artificiais e discriminagdo de cor por recompensa condicionada
(CARAZOetal., 2014; CLARK et al., 2014; Ql et al., 2018). Outro estudo que tem apresentado
resultado promissor é com o lagarto da espécie Uta stansburiana. Ele foi utilizado, como
modelo, pelo grupo da Ladage et al. (2012, 2017) e tem reforcado a busca em confirmar a
memoria espacial em lagartos. Em conjunto esses estudos prévios tém demonstrado, também,
como a homologia estrutural e funcional de seus coértices podem trazer luz as questbes
divergentes e convergentes de comportamentos e habilidades cognitivas entre organismos

coespecificos e heteroespecificos.

2.2 O Telencéfalo em diferentes grupos de vertebrados

O telencéfalo é a maior por¢do do encéfalo dos mamiferos que se subdivide em dois
hemisférios (esquerdo e direito), esta associado ao diencéfalo e séo responsaveis por a grande
maioria dos comportamentos e respostas cognitivas (BRISCOE; RAGSDALE, 2019). Em
peixes, anfibios e aves, o telencéfalo compreende areas denominadas de Palio (BINGMAN;
RODRIGUEZ; SALAS, 2016). Por sua vez, este se subdivide em porcdes diferentes e que,
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apesar de manter algumas fun¢Ges em comum, espécies mais derivadas passaram a apresentar
novas funcBes associadas a atividade neural dessas areas. Nos repteis, o palio corresponde ao
cortex cerebral (STRIEDTER, 2015), que se apresenta em trés camadas, enquanto em
mamiferos ha o surgimento do neocortex cerebral (figura 1) (BRISCOE; RAGSDALE, 2019).

O pélio ¢é aregido que detém estruturas nucleares e em camadas. Nos mamiferos, o pélio
esta relacionado ao cortex, nucleos corticais e areas amigdaloides. Na subdivisdo do péalio, tem
0 subpalio, que constitui ganglios da base, regido pré-dptica e partes do septo e amigdala
(PUELLES, 2013). Nos répteis, o cortex é subdividido em trés folhetos laminares, diferente do
maior constituinte mamifero de seis folhetos. Na primeira camada, € comum registrar a
presenca de interneurénios dispersos, que formam a camada mais espessa e se compilam no
primeiro plexo (plexiforme externa). A segunda camada, segundo plexo, contém uma grande
quantidade de corpos celulares, que constituem uma densa camada de neurbnios excitatorios e
somaticos (camada celular). A terceira camada, o plexiforme interno, compde a disposi¢do mais
discreta e estreita na direcdo do cortex medial, constituido por sua maioria por interneurénios
(NAUMANN; LAURENT, 2016).
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Diagrama esquematico dos cortes coronais do telencefalo de espécies vertebradas

PEIXE ANFIBIO AVE
Teleosteo Anuro Columbiforme

REPTIL MAMIFERO
Lagarto Camundongo

Figura 1: Diagrama esquematico de cortes coronais do telencéfalo de diferentes espécies de vertebrados:
peixe, anfibio, ave, réptil e mamifero, destaca-se o pallium indicado pela cor cinza. Retirado de Santos (2010).
Abreviaturas: Area Telencefélica Ventral (ATV) (subpallium de teledsteo), Complexo amigdal6ide (Ca), Corpo
caloso (Cc), cortex dorsal (CD), cortex dorsomedial (CDM), cértex lateral (CL),cértex medial (CM), Hipocampo
(Hc), hipotalamo (Ht), neocdrtex (Ncx), porcéo central (Pc) (pallium de teledsteo), porcéo dorsal (Pd) (pallium de
teledsteo), pallium dorsal (PD), piriforme ou Cortex olfatorio (Pir), porcéo lateral (PI) (pallium de teledsteo),
pallium lateral (PL), porcéo medial (Pm) (pallium de teledsteo), pallium medial (PM), pallium ventral (PV), regido
ventricular dorsal (RDV), Septo (Sep), corpo estriado (CE) e talamo (Ta). As figuras correspondentes ao
telencéfalo de peixe, anfibio, ave e mamifero foram adaptadas de Abellan et al. (2009), enquanto a de réptil é de
Santos (2010).

O conhecimento dessas camadas auxilia na diferenciacdo das principais regies por
marcagoes e projecdes comunicativas entre si, que permite uma melhor compreensao do cortex
reptiliano através de sua morfologia tipica, tracos de comunicacdo intracortical e vias de
eferéncia. Assim, diferencia-se a distribuicdo do cdrtex reptiliano em medial, dorsal e lateral
(COSANS; ULINSKI, 1990). Essa segmentacdo permite avaliar as projecOes de aferéncia
sensorial que se dirigem ao nucleo somatossensorial no talamo, por exemplo, do bulbo olfativo

que possuem projecdes diretas ao cortex (REINER; KARTEN, 1985).
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O cortex possui trés novas ativas e diferenciadas em fungdes: CM, CD e CL
(STRIEDTER, 2015). O CL projeta ao CD, que possui duas zonas de transi¢cdo ao CL e CM:
cortex dorso-lateral (CDL) e cértex dorso-medial (CDM) (BAUCHOT et al., 1973; DE
CARVALHO PIMENTEL et al., 2011). Nos hemisférios, as porcdes mais laterais estdo
aferentes ao CD e CM e se comunicam com regides talamicas, principalmente a regides visuais
que sdo aferentes ao CL (COSANS; ULINSKI, 1990) no processamento de estimulos visuais.

Essa descricao permitiu que Colombo & Broadbent (2000) relacionassem, inicialmente,
o desenvolvimento do palio aos cértices ndo mamiferos através da equivaléncia ontogenética e
funcional do cortex com o hipocampo mamifero. A correspondéncia existente entre cdrtex réptil
e hipocampo mamifero avaliou qualitativamente a funcdo do cortex réptil com a regido dorso
ventricular (RDV) (STRIEDTER, 2015), ao tdlamo sensorial e hipocampo onde emergem a
maior representatividade de informac6es entre o trato Optico e aferéncias ao cortex reptiliano
(AMMERMULLER; KOLB, 1996).

A extensdo do trato Optico possui correspondéncia com o coliculo visual dos mamiferos,
localizado no mesencéfalo, que também se comunica com o talamo (REITER et al., 2017). Essa
rede de informacOes integradas retino-taldmica possui extensa comunicacdo com o RDV e
aferéncias com o CDL, CD, CDM e CM (STRIEDTER, 2015). Em iguanas, ja foi demonstrado
gue o RDV bem desenvolvido apresenta conexdo com vias sensoriais visuais em abundancia e
menor interacdo com o0s outros sentidos como tato e audigdo (MANGER; SLUTSKY;
MOLNAR, 2002).

A apreciacdo do desenvolvimento de habilidades cognitivas, como a formacdo da
memoria, é dependente de vérias agdes coordenadas das respostas encefalicas. Memorias
episodicas, que estdo associadas a processos mais integrais, principalmente visuais, e funcbes
especializadas do encéfalo, nos mamiferos, e telencéfalo nos ndo-mamiferos (LADAGE et al.,
2016) direciona a integracdo dos estimulos na formacdo da memoria, principalmente episodicas
(TEMPLER; HAMPTON, 2013).

O volume do hipocampo também esta relacionado com a maior quantidade de respostas
comportamentais e capacidade cognitiva (KREBS et al., 1989; JACOBS et al., 1990; ROTH,;
PRAVOSUDOQV, 2009).

Estudos compararam o desenvolvimento do cértex entre lagartos, criados em
laboratdrio, desde o nascimento com lagartos capturados na natureza e mostraram maior
desenvolvimento do CD dos animais capturados na natureza (territorialista e ndo territorialista),
guando comparado aos de laboratério (LADAGE et al., 2012a, 2013, 2016).
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No contexto ecoldgico, observa-se que o desenvolvimento do encéfalo varia com as
situacOes vivenciadas e evidencia respostas comportamentais adaptativas. Isso pode variar entre
individuos da mesma espécie ou populac@es distintas (LADAGE; COBB IRVIN; GOULD,
2017; DE ANDRADE, 2019). Assim, analises de sobrevida de lagartos de nichos diferentes,
demonstram desenvolvimento estrutural diferente dentro de mesmas espécies (LADAGE et al.,
2016). Exemplo dessa divergéncia foi observado no lagarto Uta stanburiana que foi
contabilizada a dependéncia do volume cortical pela variabilidade de experiéncias ambientais,
independente do comportamento ser territorialista, que € caracteristico da espécie (LADAGE
et al., 2016).

A experienciacdo associada ao aumento de volume do cértex e hipocampo sdo
dependentes da diversidade de fatos ocorrentes no ambiente (ROTH et al., 2012). Essa
exposicdo pode exibir maior plasticidade da regido ativa e consequente aumento de volume,
quando regulador por fatores ambientais (LADAGE et al., 2016).

Os cortices medial e dorsal sdo importantes na habilidade de processamento espacial.
Lesdes em qualquer uma dessas areas prejudicam as respostas fisioldgicas, habilidades
cognitivas e aprendizagem espacial (RODRIGUEZ et al., 2002; LOPEZ et al., 2003).

Funcionalmente o hipocampo mamifero pode ser comparado ao cortex medial e dorsal
dos répteis (NORTHCUTT,; BUTLER, 1974; STRIEDTER, 1997, 2015). Foi descrito que o
ancestral comum a esses dois grandes grupos, os amniotas, se desenvolve nos animais
vertebrados (SUZUKI; HIRATA, 2014) e preservaram caracteristicas morfofuncionais dos
cortices. Alguns estudos eletrofisiologicos tém mostrado semelhancas quanto ao padrdo de
resposta elétrica diante de processos comportamentais semelhantes. O estudo desses
mecanismos pode contribuir para um melhor entendimento dos aspectos evolutivos envolvidos

com essas areas e as funcdes cognitivas.

2.3 Registro eletro-cortical: EEG, ECoG e PCL

A comunicagdo, viabilidade e sobrevivéncia celular se desenvolve a partir de
mecanismos de modulacdo da caracteristica elétrica da célula, reportada inicialmente por
experimentos que avaliaram a resposta de uma estrutura corporea da rd quando estimulada de
maneira exdgena pela corrente elétrica gerada por uma bateria (GALVANI, 1791). Esse achado
foi importante para a expresséo de efeitos e ocorréncias internas e externas de correntes elétricas
por estruturas bioldgicas, como em humanos, mamiferos e outros animais que ja se tinha

conhecimento da ocorréncia da producdo de energia elétrica.
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O registro da bioeletricidade celular tem avangado com o desenvolvimento da ciéncia,
pois a necessidade de se aprofundar o conhecimento sobe as caracteristicas funcionais,
mapeamento de redes neurais, registros de engramas associativos Isso esta relacionado com o
surgimento de novas tecnologias (HAAS, 2003). Caton (1875) foi o primeiro a realizar o
primordial registro de eletroencefalograma (EEG), que relatou a atividade elétrica de ondas
lentas sobre o escalpo 6sseo de animais em laboratorio. Isso, reafirmou os conceitos publicados
por Galvani (1791), sobre a ocorréncia da bioeletricidade e Caton (1875) estabeleceu que aquela
atividade elétrica registrada poderia ter funcdo biologica no cérebro animal (COENEN;
ZAYACHKIVSKA, 2013).

No inicio do século XX, Hans Berger (1924) realizou seu primeiro registro EEG em
humano. Os achados desse registro permitiram que ele definisse as caracteristicas e formou a
base do EEG. Definindo ondas oscilatorias com ritmos alfa e beta, alteragdes frente a estimulos
e respostas comportamentais, provaveis vias de origem e propagacgdo das correntes elétricas
(BERGER, 1929; OP DE BEECK; NAKATANI, 2019).

Durante o EEG, os eletrodos devem captar correntes idnicas geradas pelas
despolarizac6es de membrana dos neurdnios, e como o registro ocorre na porcao extracelular,
os eletrodos estacionados em regides espaciais especificas do escalpo, sdo capazes de captar
sinais positivos e negativos. Essa eletropositividade ou negatividade ocorre por causa da direcdo
das correntes idnicas em origem e propagacao (OP DE BEECK; NAKATANI, 2019).

Por causa da ocorréncia positiva e negativa das correntes, durante a aquisi¢ao o registro
deveria ser expressamente zero, ja que a interacdo de campos por principio de conservacao de
energias deveria permanecer constante e sua leitura deveria ser zero. Mas o motivo desse fato
ndo ocorrer estd intimamente relacionado a variabilidade de origem, propagacdo e resposta
subjacentes que sédo registradas de maneira online, coordenadas em tempo e espaco, € 0 ritmo
imposto pelas células ndo é 0 mesmo em todas as regides e as interacfes sao distintas, o que

permite que as ondas sejam registradas em variabilidade (EGUILUZ et al., 2005).

Os registros de atividade neuronal ocorrem com a aquisicao das interacdes dindmicas
(BUZSAKI; ANASTASSIOU; KOCH, 2012) que ocorrem dos potenciais de campo que podem
permitir entender desde interagdes e respostas correspondentes a popula¢Ges neuronais ou
neuronios isolados. Os dados coletados séo de dificil interpretacéo e a tradugdo dos sinais das
sinapses refletem respostas de interpretacdo indireta que precisam ser associadas ao

comportamento e outra fonte de resposta fisioldgica .
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Os campos elétricos podem ser gravados pelo escalpo (EEG) sofrendo atenuagdo
constante, na superficie cerebral com eletrocorticograma (ECoG) e com eletrodos posicionados
em regibes do encéfalo com potenciais de campo local (PCL). O registro pode estar sujeito a
aquisicdo de ruidos de fundo aos processos dinamicos. Processos esses que podem produzir
dinamicas de: assincronia irregular, sincronia irregular e sincronia regular (EGUILUZ et al.,
2005; BABILONI et al., 2017; OLCAY; KARACALI, 2019).

As dindmicas cerebrais sdo auto organizaveis e criticamente estdo suscetiveis a estados
de ordem e aleatoriedade. As dindmicas sdo regidas no cérebro pelas respostas e interacdes
neuronais, que se desenvolvem a partir de componentes oscilatérios presentes num espago
fechado e em fases distintas (TINGLEY et al., 2018).

O cérebro é um oscilador que através de suas sinapses trabalha transitando entre estados
excitados e inibidos. Com o tempo, essa estrutura poderia tender & uma sincronizagdo, gerar
processos patologicos — ex: epilepsia (MANTEGAZZA, 2018), mas as perturbacdes, sejam
estimulos externos ou 0s microestados de regifes espaciais distintas no cérebro que interagem
com todo o oscilador, resultam em atrasos ou avangos de fase que impedem a sincronizagédo

regular. Por esse motivo, o cerebro naturalmente é um oscilador de sincronizacéo irregular.

O cérebro é um macrossistema composto por microssistemas e oscilacbes que
apresentam picos em regides distintas. Os potenciais de campo gerados nesses espacos
individuais revelam os padrdes de oscilagao e caracterizam bandas de frequéncia proeminentes,
qgue podem ser de caracteristica distintas e intrinsecas ou padronizadas e de perfil tipico
(BUZSAKI; ANASTASSIOU; KOCH, 2012; LESTING et al., 2013; COLGIN, 2016).

As interacdes entre oscilacdes sdo de dificil leitura, por isso, a utilizacdo de técnicas de
anélise de sistemas oscilatorios considera esses sistemas senoides. O sistema oscilatorio é
melhor interpretado pelas transformacGes de Fourier e aprimorado pela técnica de Welch de
chaveamento temporal (SOLOMON, 1991). Assim como, as interagdes que podem existir entre

0s microestados que modulam a amplitude ou fase das ondas (TORT et al., 2010).

A distribuicdo das bandas de frequéncia tem diferentes significados em suas distintas
regides de surgimento (MEYER et al., 2015). A diversidade de fases e oscilagdes caracterizam
também a diversidade comportamentos em resposta ou ndo a estimulos. Essa variabilidade é o

que pode retornar o equilibrio entre ordem e desordem do sistema (EGUILUZ et al., 2005).
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2.3.1 Oscilagdes e ritmo cerebral

A atividade cerebral exerce comunicacdo intrinseca sobre processos de excitacdo e
inibicdo, que podem promover interacio do meio com o organismo (DRAGOI; BUZSAKI,
2006). Essas respostas sdo registradas no encéfalo, como oscilacdes das despolarizacbes
elétricas, sejam elas quimicas ou fisicas. A comunicacdo sinaptica entre os neurénios é capaz
de constituir a geracdo de campos elétricos. Os campos produzidos sdo de constituicdes
pontuais entre pequenas populacdes de neurbnios, ou entre regides abrangentes no cérebro. Os
campos variam ao longo do tempo e geram sinais que podem ser registrados como potenciais
de campo local (PCL), de 0 a 300 Hz, ou mesmo de frequéncias maiores a 300 Hz (BUZSAKI;
ANASTASSIOU; KOCH, 2012).

As oscilagdes e ritmos que atribuem atividade ao cérebro dependem de varios fatores
que executam infinitesimais ou expressivas mudangas na rede neural. 1sso pode atribuir
propriedades que dao ritmo nas oscilagfes lentas e rapidas (BUZSAKI, 2004; LAKATOS et
al., 2005). A capacidade registrada que o cérebro apresenta com interacdes sincronas altera os
niveis de oscilacdo de comunicacdo. Isso pode instigar respostas quanto a evocagdo de memoria
durante potenciais evocados relacionados a eventos (VAZ et al.,, 2019). Esses potenciais
retornam respostas associadas a estimulos sensoriais, motores e ou cognitivos. Os ritmos
espontaneos sdo respostas sensiveis ao processo de excitacdo celular, diferentes dos potenciais
evocados que constituem padrdes discretos de atividade neural. Esses podem estar relacionados
a respostas cognitivas especificas e quando sdo registrados trazem consigo uma resolucao
tempo-espacial precisa (HILLYARD, 2016; HELFRICH; KNIGHT, 2019).

A frequéncia com a qual esses comportamentos ocorrem foram caracterizadas por
bandas distribuidas pelo espectro de frequéncia: delta, 1-4 Hz, teta, 5-8 Hz, alfa, 9-12 Hz
(NOWACK, 1995), beta, 13-35 e gama, 36-300 Hz (BERGER, 1875; JOKISCH; JENSEN,
2007) e oscilacdes de alta frequéncia (sharp-waves e ripples — aproximadamente de 300 Hz ou
mais) (Figura 2) (TIMO-IARIA; PEREIRA, 1971; EGUILUZ et al., 2005). Esse padrdo é

caracteristico e comum em humanos e ndo-humanos, durante suas fases de comportamento.

O padrédo de frequéncia teta tem sido o mais estudado, pois ele é presente tanto em
estados de alta atividade comportamental, quanto em periodos de imobilidade ou sono
(BUZSAKI, 2002; LOPEZ-AZCARATE et al., 2013; BELCHIOR et al., 2014; L1 et al., 2014,
TORT; BRANKACK; DRAGUHN, 2018; SCHULTHEISS et al., 2019). Estudos recentes tém
buscado resultados também em outra banda préxima, como a banda delta (1 a 4 Hz) sobre a

influéncia da banda presente e pouco estudada quanto ao seu desenvolvimento e interagdes com
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outros padrbes de resposta oscilatoria em mamiferos (SCHULTHEISS et al., 2019;
FURTUNATO et al., 2020). Porém, tem sido pouco descrito em répteis o perfil predominante
da atividade elétrica do cérebro desses animais. Estudos dessa natureza podem nos ajudar a
compreender mecanismos envolvidos nesses processos ao longo da evolugédo. Sabe-se que
existe uma possivel predominancia da atividade delta nesses animais (GAZTELU; GARCIA-
AUSTT; BULLOCK, 1991; SHEIN-IDELSON et al., 2016; NORIMOTO et al., 2020).
Anteriormente hipotetizado como conservacio natural da comunicacéo sinaptica (BUZSAKI;
LOGOTHETIS; SINGER, 2013).

As oscilagBes delta ou teta podem ter relacdo sincrona com oscilagbes de frequéncia
mais rapida como gama. Elas desempenham atividades que correspondem a comportamentos
especificos ou processos de consolidacdo de meméria (KRISHNAN; LYONS, 2015; MEYER
et al., 2015). No hipocampo, a ocorréncia de teta codifica preferencialmente localizacdo
espacial no tempo e tendem a agrupar informacdes (AMEMIYA; REDISH, 2018).

A ocorréncia de processos de sincronizagdo natural, como em processos de sincronia

irregular s&o registrados comumente no hipocampo (LEVESQUE et al., 2018).

A privilegiada posicao do hipocampo permite conexdes vastas que integram regides do
cortex associativo, primario e associacdo tempo e espaco (KAHN et al., 2008; VAZ et al.,
2019). Quando regides cerebrais separadas se associam e trabalham em conjunto, elas oscilam
em sintonia. A comunicagdo intracortical se torna facilitada porque os potenciais de agdo podem
chegar durante um periodo de maior excitabilidade neuronal, que aumenta a probabilidade do
sinal recebido envolver redes neuronais locais no processamento (SINGER, 2018; GELINAS,
2019).

Durante a formacdo de memodria, as ondulacgdes alta frequéncia sdo capazes de modular
a atividade neuronal durante a transmissdo da informacdo nas redes de memorias (BUZSAKI
et al., 1992). Durante a consolidacdo da memoria as oscilagdes na banda de ondas lentas (10 a
25 Hz) pode agir como gatilho a sincronizacdo no cérebro, que induz aumentos robustos na

excitabilidade e reforcam a rede neuronal local e vizinha (BUZSAKI, 1986).
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Padréo de visualizacdo EEG
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Figura 2: Padrédo EEG

2.3.2 Acoplamento de frequéncia cruzada

A maioria das oscilagbes cerebrais tém origem modulada, pois a ocorréncia das
oscilacBes é da interagdo entre potenciais excitatorios e inibitorios pos-sinapticos. E da inibicdo
que se varia e transporta as informacdes excitatorias em carga (BUZSAKI, 2010). Quando o
processo de comunicagao entra em sincronizacdo, pode-se registrar sincronizacgao de fase que
€ um mecanismo que responde a periodos de plasticidade neuronal e esta atrelado aos processos
cognitivos no organismo (RODRIGUEZ et al., 1999; VALENCIA; FROESE, 2020). Para
avaliar essa interacdo é utilizada a analise que através da fase de oscilacdo da frequéncia, avalia
0 indice de modulacdo dessa com amplitudes de frequéncias maiores. Essa ferramenta é
denomina acoplamento de frequéncia cruzada e calcula o indice de modulagdo (TORT et al.,
2010). No hipocampo mamifero, foi onde se realizou a compreensdo das possiveis interagdes
entre as fases de oscilacdes teta com amplitudes de ondas gama (BUZSAKI, 2002; TORT et
al., 2010; ZHANG et al., 2018).

Acoplamento de frequéncia pode ser diferenciado em acoplamento de fase e
acoplamento de amplitude. O acoplamento de fase é compreendido como um sincronismo entre

respostas neuronais funcionais e nao funcionais que interagem e se distribuem em osciladores
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neuronais. O cruzamento de fase reflete a identidade caracteristica de certas frequéncias entre
interacdes neuronais (SIEGEL; DONNER; ENGEL, 2012; SIEMS; SIEGEL, 2020). A funcéo
do acoplamento de fase reflete fungdes cognitivas como memoria (WANG; MORRIS, 2010;
FELL; AXMACHER, 2011) e atribuicdo de tarefas contexto dependente (MARZETTI et al.,
2019). O acoplamento de amplitude ou acoplamento de fase-amplitude busca compreender
como a interacdo entre processos sindpticos podem interferir numa rede. O processo de
acoplamento fase-amplitude pode ser ajustado aos achados de andlises de perfil discreto de
amplitude e frequéncia na modulacdo da banda gama por fases de frequéncias mais lentas
(BELLUSCIO et al., 2012; LOPEZ-AZCARATE et al., 2013; LOPEZ-MADRONA et al.,
2020). O processo de acoplamento de amplitude permite avaliar interagcdes neurais de funcéo
cognitiva com funcdes distintas (SIEGEL; DONNER; ENGEL, 2012) e expressar ativacao de
redes neuronais funcionais (MOLTER et al., 2012).

A interacdo do resultado do acoplamento fase-amplitude é interpretada como a forga de
acoplamento capaz de aumentar a resposta de amplitude de frequéncias maiores por oscilacdes
mais lentas (TORT et al., 2010; BELLUSCIO et al., 2012; BONNEFOND; JENSEN, 2015). O
acoplamento de fase-amplitude entdo é descrito pode estar associado aos processos
mnemonicos. Estdo relacionados a memoria de trabalho, relacionadas a eventos que foram
consolidados, ou na ocorréncia de interacdo teta-gama (RODRIGUEZ et al., 1999;
VALENCIA; FROESE, 2020).

Em mamiferos, o acoplamento de frequéncia ocorre principalmente na regido dos
neurdnios granulares em cesto, células de localizacdo, no hipocampo. Nos répteis, a regido
homologa seria na camada plexiforme do cértex medial ao dorsal com a extensdo comissural
dos neurdnios em cesto da regido (DE CARVALHO PIMENTEL et al., 2011). A hipbtese dessa
evidéncia corrobora o comportamento funcional do hipocampo reptiliano ao mamifero em sua

associacdo a tarefas cognitivas.

A interacdo ocorre entre os picos amplitude na comunicagdo em fluxo dos neurénios ao
acoplamento de frequéncia cruzada. 1sso pode evidenciar a transferéncia de informacoes e
plasticidade dependente de tempo (MORMANN et al., 2005; FELL; AXMACHER, 2011). Os
achados sobre acoplamento de frequéncia cruzada, fase-amplitude, pode ajudar na compreensao
dos processos de consolidacao e ou evocagdo de memorias (FELL; AXMACHER, 2011).

2.4  Tropidurus hispidus

O T. hispidus, ordem squamata, familia sauria, género tropidurae tem habitats

diversificados, que se adapta bem a varios biomas, desde a mata atlantica a caatinga. Presente
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em grande quantidade no nordeste brasileiro, o lagarto passou por adaptagdes também
antropoldgicas, ao conquistar com sucesso ambientes urbanos (RODRIGUES, 1987; VITT,;
ZANI; CALDWELL, 1996; ALBUQUERQUE et al., 2018; DE ANDRADE, 2019). O lagarto
T. hispidus (calango) obteve sucesso no ambiente artificial (DE ANDRADE, 2019), dado o
potencial de moradia (paredes com falhas, locais com espacos adaptados para acomodacao) e
predacdo alimentar por causa do acumulo de insetos nos ambientes favordveis ao
desenvolvimento (PARRIS, 2016). Assim, as habilidades necessarias a sobrevivéncia fizeram-
se melhoradas para essa adaptacéo, tais como possivelmente a manutencao da memaria baseada
na aprendizagem associativa ao novo ambiente (CALLAGHAN et al., 2019). O modo como o
animal responde a estimulos, sejam eles aversivos como passaros, gatos e cdes domeésticos
(KAPFER, 2010; SHOCHAT et al., 2010) ou atrativos, como besouros pequenos, formigas e
larvas de insetos (ALBUQUERQUE et al., 2018) desprende caracteristicas que o animal precise
denotar uma organizagdo cognitiva e compara¢do a conhecimentos adquiridos. Esse
comportamento s6é é possivel, se baseado no julgamento de experiéncias ja obtidas
(MCGAUGH, 2000).

O T. hispidus ¢ um animal com comportamento tipico de senta-e-espera, ndo sendo
forrageador ativo. Sua resposta adaptativa ao espago corresponde a espera por alimento, por
exemplo, em resposta a necessidade de se alimentar, em que sua base nutricional descrita €
direcionada a pequenos insetos que também se alojam em falhas de muros, objetos inanimados,
restos de alimento, amontoado de lixo criados pelo comportamento do homem, que criam
condicBes necessarias a manutencdo e sobrevivéncia desses seres. Ele exibe preferéncia
competitiva ao dominio do microambiente e sucesso no habitat, com habilidades sobre recursos
e sobre os predadores (SHOCHAT et al.,, 2010; JOHNSON; MUNSHI-SOUTH, 2017,
OLIVEIRA et al., 2019). Sua resposta adaptativa ao espaco corresponde a espera por alimento,
por exemplo, em resposta a necessidade de se alimentar, em que sua base nutricional descrita é
direcionada a pequenos insetos que também se alojam as falhas de muros, objetos inanimados,
restos de alimento, amontoado de lixo criados pelo antropomorfismo, que criam condi¢Ges
necessarias a manutencédo e sobrevivéncia desses seres.

No ambiente antropizado, essa espécie desenvolve taticas de sobrevivéncia que sdo
especializadas ao espago (DIAMOND, 1986; DUCATEZ et al., 2018). Esse aspecto da
especializacdo pode remeter a aprendizagem e uso de memodrias retrogradas (THAKER et al.,
2010), como por exemplo, recordar de um dos seus principais predadores, 0 gato doméstico

(DE ANDRADE, 2019). Sua organizagdo ao ambiente reforca que o animal, possa ter
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aprimorado habilidade de aprendizagem, principalmente associativa, por exemplo em cores de
alimentos, configuracdo visual dos predadores, locais de refugio que devem ser labeis ao
potencial aversivo e comparado com a experiéncia (CLARK et al., 2014; BATABYAL;
THAKER, 2019). E esperada a formacdo da memoria para sucesso nas escolhas de
sobrevivéncia no ambiente urbano.

Para isso, 0 nosso grupo de pesquisa vem desde 2005 trabalhando com répteis,
principalmente com o T. hispidus. O grupo estudou processos relacionados a neurogénese
(MARCHIORO et al.,, 2005), processos de distribuicdo e caracterizagdo anatomica (DE
CARVALHO PIMENTEL et al., 2011) e processos relacionados a formacdo hipocampal
(MACEDO-LIMA et al., 2017). Estudos que buscaram avaliar mecanismos sobre memoria
através de estimulos aversivos condicionados e provas de labirinto, tém encontrado importantes
resultados. Eles denotam a formagdo de memaria aversiva no T. hispidus, através da avaliacdo
comportamental, expressdo de marcadores de ativacdo neuronal, de estresse neuronal em
nucleos do cdrtex do telencéfalo desses animais, bem como reatividade a expresséo de enzimas
associadas a oxidacao e expressdo de dxido-nitrico que tem respostas positivas no provavel
aumento na liberagdo de neurotransmissores nas fendas sinépticas neuronais que reforcam a
capacidade associativa e provavel formacdo da memoria (SANTOS, 2016; MEDEIROS, 2019).

Os grupos de pesquisa dos laboratdrios de Neurobiologia Comportamental e Evolutiva
(LaNCE) e Neurofisiologia (LNFS) trabalharam inicialmente com a padronizagdo do modelo
de formacdo de memoria aversiva no T. hispidus. A abordagem foi investigada por exposi¢édo
dos animais ao gato doméstico (felis catus) como estimulo aversivo. Principalmente com

relacdo a urbanizacdo ao ambiente antropizado.

Santos (2016) apresenta resultados a padronizacdo do modelo comportamental de
exposicdo aversiva, no aumento da ativacdo da proteina de expressao imediata ZIF-268, que
indica ativacdo e promocdo de processos plasticos na regido de comunicacdo neural
(CULLINAN et al., 1995; SANTOS, 2010; GONZALEZ-SALINAS et al., 2018) na fenda
sinaptica, nas areas do encéfalo do T. hispidus como o hipocampo reptiliano e amigdala. No
hipocampo reptiliano, homoélogos: CD, CDM e CM aos Corno de Ammon 1 e 3 e Giro
denteado, hipocampo mamifero (STRIEDTER, 2015). Santos (2016) evidencia que o
convencionado hipocampo reptiliano e amigdala também apresentam funcionalmente,
atividade homologa ao que € apresentado na literatura para mamiferos e permite a investigacdo
dessas areas frente a outros mecanismos e manipulacGes farmacoldgicas para especificar

funcgdes caracteristicas das regides na participagdo dos mecanismos mnemonicos.
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Santos (2018) realizou manipulagdes farmacolégicas no CD que apresentou indicios de
participacdo nos processos de formacdo de memoria, no modelo de formacdo de memdria
aversiva nos lagartos. O processo de formacdo mnemonica desenvolve-se em trés fases:
aquisicdo, consolidacdo e evocacdo (CRYSTAL; GLANZMAN, 2013; OZAWA; JOHANSEN,
2018). Assim, Santos (2018) inibiu farmacologicamente o CD através da administracdo
intracortical de Muscimol, um agonista gabaérgico (JOHNSTON, 2014), que inibe a atividade
sinaptica da regido de administracdo. O efeito da administracdo coincide com os achados sobre
a ativacdo da regido do CD no processo de formagéo e indica a participagédo da regido nas fases
mnemonicas. Ressalta-se que a inibicdo do CD ndo esta associada a resposta aversiva que é
tradicionalmente responsavel pela acdo da amigdala com comportamentos defensivos.

Medeiros (2019), seguindo indicios apresentados por Santos (2016), desenvolveu uma
avaliacdo sobre a participacdo do 6xido nitrico (ON) no modelo de exposi¢do aversiva (FABRI
etal., 2014) A modulacdo do papel do 6xido nitrico se destaca na participacdo da molécula nos
processo sinadpticos. Ela reforca vias de comunicacdo na fenda sindptica com aumento na
liberacdo de neurotransmissores (GALLO; IADECOLA, 2011; HARDINGHAM;
DACHTLER; FOX, 2013), que é modulada por Calcio (Ca?") por receptores NMDA
glutamatérgicos. E aumenta a liberacdo de Ca2* no neurbnio pré-sinaptico, que aumenta o
nimero de neurotransmissores que Se comunicam nos receptores dos neurbnios pos
(GARTHWAITE; BOULTON, 1995; HARDINGHAM; DACHTLER; FOX, 2013). Medeiros
(2019) demonstrou que durante 0 modelo de exposicdo a estimulo aversivo ha indicios de
processos positivos ao aumento de comunicacao neuronal e na formacgdo de memdria aversiva

no lagarto.

Os estudos de Santos (2016), Santos (2018) e Medeiros (2019) apontam caracteristicas
que podem refletir da interacdo de respostas enddgenas, fisioldgicas, durante um evento de
contexto aversivo. Essa interacdo desencadeia respostas imediatas nos neurénios,

comportamentos defensivos, participacdo de areas em fungbes mnemanicas.

Entretanto, os estudos ndo apresentam se as respostas refletem na frequéncia de
potenciais de acao excitatorios e inibitorios que sdo gerados na comunicacao sinéptica. Quanto
a comunicacgdo neuronal em tarefas de memoria durante um registro eletrofisioldgico questiona-
se sobre como o comportamento elétrico esta ocorrendo no cortex do T. hispidus. Assim como,
sobre a manutencédo desses estados eletrofisioldgicos, como eles s@o originados e sustentados

ao longo dos processos mnemaonicos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral:
Caracterizar o padrdo da atividade eletrofisiolégica do CD do lagarto tropical

Tropidurus hispidus nos processos de memoria aversiva.

3.2 Especificos:

Investigar o perfil eletrofisiolégico do CD do lagarto Tropidurus hispidus durante os
processos de memdaria aversiva.

Descrever as mudancas eletrofisiologicas da atividade cortical do Tropidurus hispidus
durante os processos de memoria aversiva.

Avaliar a interacdo entre as bandas de frequéncia de atividade no CD nos processos

mnemonicos.
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4 METODOS

4.1 Declaracéo ética

Como determina as Leis, Decretos, Portarias e Resolugfes Normativas do Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente, o presente estudo foi desenvolvido sob nimero de protocolo
09/2017, aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa com Animais (CEPA) em acordo com 0s
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, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA). Possui aprovacgdo das organizagdes nacionais de meio
ambiente (ICMBIio/SISBio) para captura, manutencdo e utilizacdo do T. hispidus para fins
cientificos (SISBio n. 58575).

4.2 Animais para experimento

Foram utilizados 10 lagartos da espécie tropicais Tropidurus hispidus, machos, de idade
adulta ~1 ano e foram capturados nas proximidades da Universidade Federal de Sergipe (UFS),
campus Sao Cristovao, Sergipe, Brasil. Para serem incluidos nos experimentos, os lagartos
deveriam apresentar comprimento rostro-cloacal entre 8 e 12 cm, com massa variante entre 40

e 60 gramas.

Foi utilizado um gato da espécie Felis silvestris catus, adultos, para inclusdo no

experimento como contexto aversivo.

4.3 Acomodacao e criacao

Os animais foram mantidos em terrario (0,8 x 0,6 x 0,5 m de dimensdes), construido de
forma a assemelhar-se ao seu habitat natural enriquecido com pedras, lampadas de calor e
assoalho semelhante ao da natureza. Foram mantidos em ndmero de 5 animais por terrario. O
assoalho do terrario foi composto por uma camada de 5 cm de areia lavada e peneirada, onde
0s animais recolhem-se durante a noite, com cuidados essenciais de alimentacéo, alimentados
com larva do inseto Tenébrio-molitor, diariamente, hidratacdo com agua potavel e
luminosidade com lampada de calor de 100 W, para estabilizacdo da temperatura corporea do
animal e respeitado o intervalo de 12/12 horas do ciclo solar.

Antes do inicio do experimento, 0s animais passaram por 5 dias de ambientacdo no

laboratdrio. A finalidade deste procedimento foi habitua-los ao ambiente novo do laboratdrio.
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4.4 Cirurgia estereotaxica
Os animais para experimento foram anestesiados com cetamina em 0,3 mL (20 mg/Kg)
e xilazina em 0,2 mL (2 mg/Kg) por via intraperitoneal (IP). Com a certificacdo do animal
completamente anestesiado, 0 cranio passou por assepsia, retiradas as escamas para
visualizag&o da glandula pineal e o local foi desinfetado com agua oxigenada, por administragdo
local do liquido (1 mL), seguido de reagdo com o tecido, limpeza com cotonetes de algodéo e
repetido o procedimento por 10 vezes. O lagarto foi fixado no aparelho estereotaxico (Insight
®, Ribeirdo Preto, SP, Brasil), com adaptacdes anatdbmicas para o T. hispidus. No estereotaxico
(figura 3):
e 0 lagarto anestesiado foi posicionado sobre plataforma de isopor lixada e fixada

com fitas adesivas.
e 0s eletrodos sdo posicionados no suporte de marcagéo guiada.

o aferiu-se o reflexo motor do lagarto para confirmar a inibicdo motora e sensitiva,

se apresentado o reflexo aplicou-se metade do volume de cetamina, 0,15 ml, IP.

e posicionou-se as barras auriculares com pequenas bases de madeira, de maneira

que se apoiaram as laterais da cabeca com firmeza.

e posicionou-se a presilha da cabeca com dois pedacos de madeira para assegurar

0 posicionamento da mandibula e parte superior da cabeca com firmeza.

e seguiu as coordenadas estudadas e desejadas para insercdo alvo no local de
acordo com o Atlas do lagarto Gekko gecko.

O animal foi submetido a cirurgia para implante de eletrodos, seguindo as coordenadas
como referencial inercial a glandula pineal na regido do cdrtex dorsal como descrito no artigo
“A Forebrain Atlas of the Lizard Gekko gecko” (SMEETS; HOOGLAND; LOHMAN, 1986),
com coordenadas AP:2,0; ML: £ 1,5; DV: 0,5, (figuras 3 e 4). Foram realizados trés orificios
no cranio do animal, onde foram implantados trés pinos de aco inoxidavel, envolvidos em
polietileno, que serviram de eletrodos. Para fixacdo dos pinos, foi feito um capacete de acrilico
através da mistura da resina acrilica autopolimerizavel Jet liquido-classico. Apds uma semana
em recuperagcdo, 0s animais foram separados em grupo controle (G.CTRL) e grupo

experimental (G.EXPT) e submetidos ao protocolo de experimento.
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Figura 3- Lagarto com eletrodos implantados: (A) vista lateral do posicionamento dos eletrodos no T. hispidus;
(B) vista anterossuperior do posicionamento dos eletrodos; (C) vista lateral aumentada do posicionamento dos
eletrodos; (D) posicionamento do lagarto no estereotaxico com adaptacdes das bases de suporte em madeira para
assegurar a firmeza de posicionamento lateral e inferior da cabeca do animal, 4 mm representam a distancia entre
eletrodos paralelos. Fonte: Imagem (acervo proprio)
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Figura 4 — Visao da distribui¢do dos eletrodos no telencéfalo do T. hispidus: (A) (A-a)visdo real do cérebro
do squamata, escala 2,5 mm, visdo esquematica do posicionamento dos eletrodos na vista lateral, com projec¢éo de
corte coronal em C e corte transversal em D do telencéfalo do lagarto; (B) vista superior do encéfalo do T. hispidus
com posicionamento dos eletrodos (registro (laterais) e referéncia (frontal)) com distribuicdo anteroposterior e
mesolateral; (C) vista de corte coronal com posicionamento e profundidade dos eletrodos no telencéfalo com
denominagdo das regides existentes no cdrtex telencefélico; (D) distribuicdo transversal do cdrtex telencefélico
com a distribui¢do do cortex medial, dorso-medial, dorsal e lateral, o X transparente localiza o eletrodo referéncia
e 0s 10 x pretos localizam a distribuicéo dos eletrodos no telencéfalo. Fonte: Imagem (acervo proprio).
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4.5 Delineamento experimental

Os animais foram divididos em dois grupos G.CTRL (5 animais) e G.EXPT (5 animais),
para avaliacdo da formacdo da memoria e modulacao de aspectos que possam interferir em sua
consolidacdo. Para isso, o experimento foi dividido em dois dias e também em duas etapas
(figura 5).

O protocolo utilizado consiste numa padronizacao para avaliacdo de contextos aversivos
associados a processos fisioldgicos (MEDEIROS, 2019; SANTOS, 2018, 2016).

No primeiro dia, o treino foi caracterizado pelo periodo de aquisic¢éo e consolidacao da
memoria. No treino, o grupo CTRL passou pela primeira etapa, a habituacdo, onde ele se
acostuma ao espaco da tarefa, seguido da ambientacdo, com registro do PCL por 10 minutos.
Apos isso, fez-se a segunda etapa, exposicdo a gaiola sem o gato, que simboliza o estimulo
neutro, com registro do PCL por 10 minuto. O grupo EXP, foi habituado, com registro do PCL
por 10 minutos. Seguido da etapa de exposicdo a gaiola com o gato, que define o estimulo
aversivo (EVANS et al., 2019). Para assegurar 0 comportamento aversivo, presa-predador, foi
avaliado o comportamento do gato frente ao lagarto. Observou se o lagarto e constatou o
comportamento defensivo como tentativa de fuga, imobilidade, ocluséo ocular e registradas
quaisquer divergéncias de comportamentos esperados, os lagartos que ndo responderam
aversivos foram excluidos do experimento. Apos isso seguiu-se com o registro do PCL por 10
minutos (figura 5)

O segundo dia de procedimentos, ocorreu 24 horas ap6s o dia de treino, e foi o periodo
de evocacdo da memoria formada. O protocolo executado foi semelhante ao treino, repetiu-se
as etapas para 0 G.CTRL, etapa de habituacdo por 10 minutos, para acomodacao ao espaco da
tarefa. Seguido da ambientagdo com registro do PCL por 10 minutos, e exposi¢do ao estimulo
neutro com registro do PCL por 10 minutos. O G.EXPT iniciou a habituacdo por 10 minutos,
seguidos, seguida da ambientacdo com registro do PCL por 10 minutos, e posterior a fase de
exposicdo, o estimulo neutro, com o registro de PCL por 10 minutos, assim avaliou-se a

evocacao da memdaria aversiva pela presenca da gaiola (figura 5).
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Figura 5 - Delineamento experimental: A figura apresenta o delineamento experimental, 0os grupos G.CTRL
e G.EXPT realizam a tarefa em dois dias. O treino, o dia 01, ambos 0s G.CTRL e G.EXPT foram submetidos ao
espaco para habituacdo ao espa¢o por 10 min. Seguidos da ambientacdo com aquisi¢cdo do potencial de campo
local (PCL), representados pela linha vermelha, por mais 10 min, registro da atividade basal do animal. Seguido
da tarefa comportamental e aquisi¢cdo simultdnea do PCL (representado pela linha em vermelho), por 10 min, com
estimulo neutro para 0 G.CTRL e estimulo aversivo para 0 G.EXPT. Ap6s 24 h, no dia seguinte é realizado o teste,
o dia 02. Os animais sdo ressubmetidos ao espaco para avaliar a formacdo da meméria no T. hispidus, com
aquisicdo dos dados eletrofisioldgicos (PCL). Sao repetidas as etapas de habituagdo por 10 min ao espaco, seguidos
da ambientacdo com registro elétrico por 10 min e posteriormente apresentados, ambos 0s grupos, ao estimulo
neutro com registro elétrico por mais 10 min.
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4.6 Aquisicao de dados eletrofisiologicos

O desenvolvimento do protocolo durou dois dias, em horario controlado das 09 horas as
13 horas, na sala de aquisicéo eletrofisioldgica, no aparato contido dentro da gaiola de faraday,
para controle de interferéncias eletrofisiolégicas (ANGELOPOULOQOS et al., 2014; GUO et al.,
2016).

A obtencdo do dado eletrofisioldgico ocorreu com circuito de aquisicdo de sinais
eletrofisiologicos (Dep. Eng, Biomédica®, UFRN, Natal, RN, Brasil) fabricados pelo
Departamento de Engenharia Biomédica pela Universidade Federal do Rio Grande do Norte
(UFRN). Esse sinal analégico foi convertido por um conversor de sinal analdgico para digital
(Dataq, modelo DI-149). O DI-149 ® (Dataq Instruments Inc. ®, Akron, Ohio, EUA) oferecia
oito entradas analdgicas, das quais foi utilizada uma entrada e quatro canais de entrada e saida
digitais. As entradas analdgicas oferecem uma faixa de medicéo fixa de £ 10 V a 10 bits de
resolucdo. Foram suportadas taxas de amostragem téo lentas quanto 11,44 Hz (0,3052 Hz ao
usar o software WinDaq) e até 10 kHz (dividido pelo nimero de canais ativados), utilizou-se
taxa de 500 Hz. O conversor foi necessario pois o sinal digital permite interpretacdo do dado
via sistema computacional, seguindo a l6gica de comunica¢cdo computacional.

O software WinDaq (Dataq Instruments Inc. ®, Akron, Ohio, EUA) permitiu a exibicao
em tempo real de qualquer combinacdo de canais analdgicos, digitais ou marcapasso/timer, e a
capacidade de transmitir dados adquiridos para o computador exerceu funcdo semelhante ao
gravador. O WinDag® também incluiu software para revisar arquivos de dados gravados,
contendo andlise de formas de onda e exportacdo de arquivos de dados para o Libreoffice Calc
(The Document Foundation®, Kurfirstendamm, Berlim, Alemanha) e outros aplicativos. Nao
existem restricdes de taxa de transferéncia no nivel de programacéo (Datasheet Dataq DI-149,
2014).

Foram utilizados filtros digitais, incluidos no programa de registro da WinDag® para
filtros de interferéncia elétrica inclusas no sistema, de modo que possamos filtrar (60 Hz)

possiveis artefatos provenientes da rede, que promovessem analises incorretas.

4.7 Meétodos de analises e estatisticos

Os lagartos separados em grupos: G.CTRL e G.EXPT séo controles deles mesmos, pois
sdo registrados parametros de avaliacdo controle (ambientagdo) em cada fase da tarefa. A
ocorréncia dos dois grupos € para diferenciar a condigdo experimental de um grupo exposto ao

estimulo neutro e outro ao estimulo aversivo.
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Os dados coletados, via registro ECoG/PCL, foram submetidos a analises para calculo
da poténcia do sinal pela frequéncia e pelo acoplamento de frequéncias associadas.
Inicialmente, submetemos os dados a deteccao e a classificacdo do registro de campo, a partir
da decomposicao de tempo e frequéncia. Aleatoriamente selecionamos o registro controle de
um dos animais dos grupos. Submetemos a decomposicdo pela amplitude das ondas e aferimos
as caracteristicas das frequéncias dominantes no registro temporal, através da avaliacdo das
oscilagbes dominantes nas janelas de tempo. A analise da composicdo dos dados, permite uma
avaliacdo apurada na identificacdo de eventuais erros durante a aquisicdo do dado, como
também na disposicdo de eventuais artefatos mecanicos ou elétricos que promovem ruidos e

distorcGes nas analises seguintes.

Através da transformada discreta de Fourier avaliamos dentro da janela temporal de 600
segundos, a amplitude das bandas de oscilagdo que variaram no tempo. Com os filtros do eegfilt
(DELORME; MAKEIG, 2004), selecionamos animais de maneira aleatoria, num intervalo de
tempo aleatorio, afim de evitar selecdo com viés da janela temporal. Selecionamos as bandas
dominantes e com base na literatura diferenciamos possiveis relaces funcionais entre elas
(BUZSAKI; LOGOTHETIS; SINGER, 2013; WEAVER et al., 2016). As bandas foram
diferenciadas através da andlise da Transformada Continua de Fourier, Transformada Discreta
de Fourier ajustadas pelo envelope de amplitude, conjunto de pontos, calculado pela
transformada de Hilbert (DINIZ; SILVA; NETO, 2014; VAN DRONGELEN, 2006). O
conjunto de filtros e analises de composicdo abordadas antes, nos mostra as seis bandas de
dominio caracteristico no sinal complexo e derivamos em banda 01 de 1 a 5 Hz, banda 02 de 6
a 10 Hz, banda 03 de 11 a 17 Hz e banda 04 de 18 a 23 Hz, banda 05 de 30 a 50 Hz e banda 06
de 50 a 100 Hz. Caracteristico aos envelopes de amplitude e decomposicdo apresentada por
transformada de Hilbert e transformadas de Fourier, respectivamente. As bandas de 01 a 04
foram caracterizadas incialmente nas func6es poténcia de densidade e as bandas 05 e 06 foram
ajustadas para analises de acoplamento de frequéncia cruzada, pela influéncia das fases das

bandas 01 e 02 nas suas amplitudes.

Para diferenciar caracteristicas das formas de onda, utilizamos método de Welch
(SOLOMON, 1991), para avaliar, em sequéncia, a evolucdo da poténcia das frequéncias
dominantes. O método de Welch avalia a densidade do espectro de poténcia (DEP), power
spectrum density (PSD), para definirmos as regifes de intervalo de bandas de interesse
presentes no PCL do lagarto. Assim, caracterizamos as quatro bandas de maior expresséo e

organizamos em acordo a janela de frequéncia, com banda 01 de 1 a 5 Hz, banda 02 de 6 a 10
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Hz, banda 03 de 11 a 17 Hz e banda 04 de 18 a 23 Hz. Essas quatro bandas foram discriminadas
pelos inicios dos picos de amplitude demonstrados na transformada de Hilbert e filtros de sinal

desenvolvidos desde o ponto de evolucao inicial até o proximo ponto de vale.

As variaveis resultantes das anélises do DEP permitem dispor da poténcia (uV2/Hz)
média de cada grupo com 05 animais, G.CTRL e G.EXPT, e obter dados da AMB, assim como,
da EXP ao estimulo neutro e aversivo nos dias de treino e teste. Foi utilizado o programa Matlab
2013.b (MATLAB®, EUA) para todas as andlises de processamento de sinal.

Foi realizado teste de normalidade Kolgomorov-Smirnov para avaliar a normalidade
dos dados e constituir as analises paramétricas. Foram realizados testes t, inicialmente, para
avaliar a diferenca entre a ambientacdo e exposicao de ambos 0s grupos. Os testes t de Student
(WASSERMAN, 2004) foram utilizados para avaliar a condicdo AMB vs. EXP, intergrupo, no
tempo total de 10 minutos e na evolugao temporal minuto a minuto de 1 a 10 para os dois grupos
seguido do ajuste por pds-teste de Tukey para corrigir as multiplas comparacGes. Apos avaliar
as diferencas entre AMB e EXP, comparamos as diferencas entre grupos das EXP estimulo
neutro vs. estimulo aversivo. Com os resultados, avaliamos a comparacao entre a condicao de
AMB vs. EXP e a interagdo temporal minuto a minuto. Os dados foram normalizados pela
média e utilizamos de ANOV A mista de duas vias com variavel de medidas repetidas e variavel
entre sujeitos, para expor de maneira geral a interacdo e efeitos de condicdo e tempo, com
intervalo de confianca, valor de p (significativo para < 0,05), tamanho do efeito (n? - pequeno
(m2=0.01), médio(n®=0.06) e grande (n2=0.14)) e poder (COHEN, 2013; SALKIND, 2012). As
maultiplas comparacGes foram corrigidas por pos-teste de Bonferroni. Analises estatisticas
realizadas por Matlab 2013.b (MATLAB®, EUA) e R Studio (R Studio ®, Boston, EUA).

Dos dados do DEP, n6s inferimos pontos de maior ativacdo das bandas mais responsivas
que foram associadas ao acoplamento de frequéncia cruzada (AFC) (HULSEMANN;
NAUMANN; RASCH, 2019; TORT et al., 2009). Através do AFC n6s observamos a forca de
modulacgéo que esta associada ao periodo de origem de fase, ou angulo de reacdo, de frequéncias
mais lentas, 1 a 10 Hz, com a mudanca na amplitude de altas frequéncias, maior que 20 Hz. A
selecdo das altas frequéncias depende da ocorréncia incialmente observada na decomposicao
de frequéncia e tempo pelos envelopes de amplitude de Hilbert, bandas 05 e 06. A condi¢éo de
maior resposta seleciona as fases de frequéncia baixas que modulam amplitudes de frequéncias
mais altas. Assim definimos quatro regides observadas de interesse (ROI — fase; amplitude):
ROI-1 (2-4 Hz; 20-50 Hz), ROI-2 (2-4 Hz; 50-80 Hz), ROI-3 (4-8 Hz; 20-50 Hz) e ROI-4 (4-8

Hz; 50-80 Hz). No AFC, coletamos os dados, de forca de modulag&o/acoplamento, por grupo,
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e analisamos os dias de treino e teste, nos periodos de AMB versus EXP, e sua evolugdo no
tempo dos 10 minutos. Também utilizamos o programa Matlab 2013.b (MATLAB®, EUA)

para as analises de AFC.

Os dados foram normalizados pela média e dispostos para analises em ANOVA mista,
pareada. Para expor de maneira geral a interacéo e efeitos de condicéo e tempo, com intervalo
de confianca, valor de p ((significativo para < 0,05), tamanho do efeito (n? - pequeno (12=0.01),
médio(n?=0.06) e grande (n2=0.14)) e poder. As multiplas comparac6es foram corrigidas por
pos-teste de Bonferroni. Andlises estatisticas realizadas por Matlab 2013.b (MATLAB®, EUA)
e R Studio (R Studio ®, Boston, EUA).
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5 RESULTADOS

As analises revelam a constituicdo do sinal complexo. A distribuicdo inicial das bandas
de frequéncia proeminentes, a partir das analises de decomposicao tempo e frequéncia. Foram
caracterizadas seis bandas diferentes e associadas a distribuicao da literatura: banda 01 (1 a 5
Hz), banda 02 (6 a 10 Hz), banda 03 (11 a 17 Hz), banda 04 (18 a 23 Hz), banda 05 (30 a 50) e
banda 06 (50 a 100 Hz) (figuras 6, 7, 8 e 9) (BUZSAKI, 2004; KNYAZEV, 2012). Das seis
bandas, as quatro bandas de oscilagdo mais presentes no sinal complexo séo as bandas de 01 a
04. As amplitudes dessas quatro bandas foram as mais evidentes e percebe-se que a fase das
bandas 01 e 02 sdo associadas com as bandas 05 e 06. As diferencas e associacdes foram
reveladas na discriminacao de analise de espectro de densidade e no acoplamento de frequéncia

cruzada.
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Figura 6 — Decomposicao do sinal complexo: exemplo da amostra do grupo - animal 06 — G.CTRL- no treino
em A: ambientacdo, animal parado, para caracterizagdo de perfil de controle. O sinal complexo foi fragmentado
em 06 bandas filtradas na amplitude (V), em bandas de frequéncia, em trecho de 5 segundos. O sinal filtrado foi
calculado em poténcia (\V2) para apresentar as caracteristicas mais expressivas das bandas; em B: Trecho de tempo
em 1 segundo, com maior visualiza¢do das bandas de 01 a 03; em C: Trecho de tempo em 1 segundo, com maior
visualizacdo para as bandas de 04 a 06.
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Figura 7: Decomposicdo do sinal complexo: animal 06 G.CTRL; em A: pela Transformada de Fourier
Continua: apresentacdo dos picos de amplitude ao longo do trecho integrado de 5 segundos nas frequéncias
caracterizadas de 1 a 80 Hz; em B: distribuicdo a partir da analise continua, trecho de 5 segundos, pontuada a cada
segmento de segundo e a média de energia do trecho. A distribuicdo mostra a prevaléncia das frequéncias ao longo
do tempo; em C: pela Transformada de Fourier Discreta: apresentagdo de ponto a ponto no tempo, 5 segundos,
da amplitude de cada frequéncia registrada individualmente, trecho restrito a faixa de 1 a 50 Hz; em D: distribuicéao
potencial, do perfil de ondas com maior caracteristica no sinal; em E: fragmento da caracteristica do sinal no trecho
de 20 a 35 Hz com maior amplitude.
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Figura 8 — Decomposicao do sinal complexo: exemplo da amostra do grupo - animal 11 — G.EXPT- no treino
em A: ambientacdo, para caracterizagdo de perfil de controle. O sinal complexo foi fragmentado em 06 bandas

filtradas de amplitudes, em bandas de frequéncia, em trecho de 5 segundos. O sinal filtrado foi calculado

em

poténcia (V2) para apresentar as caracteristicas mais expressivas das bandas; em B: Trecho de tempo em 1 segundo,
com maior visualizacdo das bandas de 01 a 03; em C: Trecho de tempo em 1 segundo, com maior visualiza¢éo

para as bandas de 04 a 06.
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Figura 9: Decomposicdo do sinal complexo: animal 11 G.EXPT; em A: pela Transformada de Fourier
Continua: apresentacdo dos picos de amplitude ao longo do trecho integrado de 5 segundos nas frequéncias
caracterizadas de 1 a 80 Hz; em B: distribuicdo a partir da anélise continua, pontuada a cada segmento de segundo
e a média de energia do trecho de 5 segundos. A distribuicdo mostra a prevaléncia das frequéncias ao longo do
tempo; em C: pela Transformada de Fourier Discreta: apresentacdo de ponto a ponto no tempo, 5 segundos, da
amplitude de cada frequéncia registrada individualmente, trecho restrito a faixa de 1 a 50 Hz; em D: distribui¢do
potencial, do perfil de ondas com maior caracteristica no sinal; em E: fragmento da caracteristica do sinal no trecho
de 20 a 35 Hz com maior amplitude.
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5.1 Analise do sinal complexo (puro)

O dominio das bandas de frequéncia, do sinal registrado, para os animais do G.CTRL e
G.EXPT, apresenta-se em dois grandes grupos. Os de baixa frequéncia com maiores amplitudes
(2 mV) e os de alta frequéncia com mais baixa amplitude (0.2 mV). As de baixa frequéncia séo
abanda01: 1 a5 Hz e banda 02: 6 a 10 Hz. As de alta frequéncia sdo a banda 03: 11a 17 Hz e
banda 04: 18 a 23 Hz. O perfil que foi caracterizado define aos dois grupos a natureza

eletrofisiologica da regido do CD do T. hispidus.

Os sinais complexos do Grupo Controle (figuras 10 e 11) e do Grupo Experimental
(figuras 12 e 13) durante a ambientacéo e exposicao, respectivamente, apresentam amplitudes
entre -2 e +2 mV de energia. O dominio das bandas de frequéncia diferem inicialmente quando
submetidos aos estimulos neutro, G.CTRL, e aversivo, G.EXPT. As diferencas sao observadas
no dominio das altas frequéncias, principalmente para a faixa de frequéncia da banda 04, com
0 aumento da amplitude energética para 0 G.EXPT que foi exposto ao estimulo aversivo, no
treino. A comparacgdo entre o resultado da exposicdo para 0 G.CTRL e G.EXPT é realizada

durante a analise de densidade de espectro potencial.
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5.1.1 Sinal complexo — Grupo Controle
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Figura 10 — Sinal complexo: exemplo da amostra do grupo - animal 06 - G. controle — no treino — em A:
ambientagdo; em B: exposi¢do; tempo de 5 segundos. A Transformada de Fourier Discreta (TFD): As analises
exibem ilhas com maior amplitude e demonstra a regido de dominio de frequéncias de oscilagdes lentas entre O -
0,03 - 23 Hz da taxa de amostragem limite de 250 Hz. A janela de tempo de 5 segundos exibe as ilhas que
fragmentamos em bandas de frequéncia de dominio. Quatro bandas foram determinadas a partir dos picos de curvas
do sinal: banda 01 de 1 — 5 Hz, banda 02 de 6 — 10 Hz, banda 03 de 11 — 17 Hz e banda 04 de 18 — 23 Hz. A escala
caracteriza a amplitude (V) da intensidade do sinal.
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Figura 11 — Sinal complexo: exemplo da amostra do grupo - animal 06 - G. controle — no teste — em A:
ambientacdo; em B: exposicao; tempo de 5 segundos. A Transformada de Fourier Discreta (TFD): As analises
exibem ilhas com maior amplitude e demonstra a regido de dominio de frequéncias de oscilacdes lentas entre O -
0,03 - 23 Hz da taxa de amostragem limite de 250 Hz. A janela de tempo de 5 segundos exibe as ilhas que
fragmentamos em bandas de frequéncia de dominio. Quatro bandas foram determinadas a partir dos picos de curvas
do sinal: banda 01 de 1 — 5 Hz, banda 02 de 6 — 10 Hz, banda 03 de 11 — 17 Hz e banda 04 de 18 — 23 Hz. A escala
caracteriza a amplitude (V) da intensidade do sinal.
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5.1.2  Sinal complexo — Grupo Experimental
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Figura 12 — Sinal complexo: exemplo da amostra do grupo - animal 11 - G. experimental — no treino — em A:
ambientacdo; em B: exposicao; tempo de 5 segundos. A Transformada de Fourier Discreta (TFD): As analises
exibem ilhas com maior amplitude e demonstra a regido de dominio de frequéncias de oscilagdes lentas entre O -
0,03 - 23 Hz da taxa de amostragem limite de 250 Hz. A janela de tempo de 5 segundos exibe as ilhas que
fragmentamos em bandas de frequéncia de dominio. Quatro bandas foram determinadas a partir dos picos de curvas
do sinal: banda 01 de 1 — 5 Hz, banda 02 de 6 — 10 Hz, banda 03 de 11 — 17 Hz e banda 04 de 18 — 23 Hz. A escala
caracteriza a amplitude (V) da intensidade do sinal.



43

A Sinal complexo - Grupo Experimental (teste)
] I I I

©
)

| | |

Amplitude (V)
o

_0.2 | | | |
163 163.5 164 164.5 165 165.5 166 166.5 167 167.5 168
TFD - bandas 03 e 04 xzw“‘
¥
=
<
5 1
e
. — 0
163 1635 164 164.5 165 165.5 166 166.5 167 167.5 168
3
10 TFD - bandas 01 e 02 7><210
E
B
= 1
e
.
0 0
163 163.5 164 164.5 165 165.5 166 166.5 167 167.5 168
Tempo (s)
B
$ 0.2
()
T
3 0 )
Tt
E | | | | |
<-02
163 163.5 164 164.5 165 165.5 166 166.5 167 167.5 168
TFD - bandas 03 e 04 7x10"‘
o)
=
[*]
& 1
8
= 0
163 163.5 164 164.5 165 165.5 166 166.5 167 1675 168
i TFD - bandas 01 e 02 x10‘3
g
=
g 5
g
| e
0
16 163.5 164.5 165.5 166.5 1675

Tempo (s)

Figura 13 — Sinal complexo: exemplo da amostra do grupo - animal 11 - G. experimental — no teste — em A:
ambientagdo; em B: exposi¢do; tempo de 5 segundos. A Transformada de Fourier Discreta (TFD): As analises
exibem ilhas com maior amplitude e demonstra a regido de dominio de frequéncias de oscilagBes lentas entre O -
0,03 - 23 Hz da taxa de amostragem limite de 250 Hz. A janela de tempo de 5 segundos exibe as ilhas que
fragmentamos em bandas de frequéncia de dominio. Quatro bandas foram determinadas a partir dos picos de curvas
do sinal: banda 01 de 1 — 5 Hz, banda 02 de 6 — 10 Hz, banda 03 de 11 — 17 Hz e banda 04 de 18 — 23 Hz. A escala
caracteriza a amplitude (V) da intensidade do sinal.
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5.2 Densidade de espectro de poténcia (DEP)

O sinal atribuido a analise de densidade de espectro permite uma analise entre as
condicdes de AMB vs. EXP, no dia de treino e teste. O perfil eletrofisiologico dos lagartos na
TFD preserva as caracteristicas na DEP e sustenta bandas de maior dominio no tempo e maior
densidade, as bandas foram divididas em banda 01 (1-5 Hz), banda 02 (6-10 Hz), banda 03 (11-
17 Hz) e banda 04 (18-23 Hz).

5.2.1 Densidade de espectro de poténcia (DEP) - Grupo Controle

O grupo controle exibe o dominio das quatro bandas expostas no treino (figura 14-A) e
teste (figura 14-B). No treino (figura 15-A), a Anova mista ndo revelou efeito de condicédo
(AMB e. EXP). Nas condic¢des: AMB vs. EXP, mostrou efeito de condicdo para banda 01 [F
(1,40) = 6,45, p <0,05,12=0,131 e poder = 0,955] e banda 04 [F (1,40) = 11,53, p <0, 05, n?
= 0,115 e poder = 0,925], mas ndo para a banda 02 [F (1,40) = 2,01, p > 0,16] e banda 03 [F
(1,40) = 2,49, p> 0, 02]. Ja no teste (figura 15-B), a Anova mista, ndo revelou efeito de condicéo
(AMB e EXP) para nenhuma das bandas analisadas: banda 01 [F (1,40) = 0,07 e p = 0,78],
banda 02 [F (1,40) = 0,0038 e p = 0,95], banda 03 [F (1,40) = 0,008 p = 0, 928], banda 04 [F
(1,40) = 0,008 e p = 0,928].
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A Densidade de espectro de poténcia - Grupo Controle (treino)
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Figura 14 - Densidade de espectro: analise da densidade de frequéncias por sua poténcia média de grupo — em
A: Grupo Controle — treino, B: Sele¢do da banda 01 (1 a 5 Hz) e banda 02 (6-10 Hz), C: Sele¢do da banda 03 (11
a 17 Hz) e banda 04 (18-23 Hz); em D: Grupo Controle — teste, E: Sele¢8o da banda 01 (1 a 5 Hz) e banda 02 (6-
10 Hz), F: Selec¢do da banda 03 (11 a 17 Hz) e banda 04 (18-23 Hz). A disposicao dos dados diferencia a resposta
dos lagartos quanto a condicdo: Ambientacdo versus Exposicao (estimulo neutro) + erro padrdo da média. As
imagens exibem o dado analisado até a frequéncia de corte, 250 Hz, e exposta as bandas de interesse 01, 02, 03 e
04.
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Figura 15 — Densidade de espectro - Anova mista: em A: Grupo Controle — treino; em B: Grupo Controle -
teste. Dados do potencial normalizado das condigdes Ambientacdo vs. Exposicdo, ao longo dos 10 mintuos,
expressos em média e erro padrdo da média.
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5.2.2 Densidade de espectro de poténcia (DEP) — Grupo Experimental

O grupo experimental exibe o dominio das quatro bandas expostas no treino (figura 16-
A) e teste (figura 16-B). No treino (figura 17-A), a Anova mista, revelou efeito de condicéo
(AMB e EXP) para banda 01 [F (1,40) = 11,00335, p = 0,00194, n2 = 0,166 e poder = 0,873],
banda 02 [F (1,40) = 7,272258, p = 0,0102, n2 = 0,121 e poder = 0,74], banda 03 [F (1,40) =
5,92662, p = 0,01947, n? = 0,109 e poder = 0,689] e banda 04 [F (1,40) = 31,21368, p < 0,05,
n2 = 0,398 e poder = 1]. Ja no teste (figura 17-B) a Anova mista, revelou efeito de condicédo
(AMB e EXP) para banda 04 [F (1,40) = 4,0931852, p < 0,05, n2= 0,075 e poder = 0,765], mas
néo para banda 01 [F (1,40) = 0,12 e p = 0,73163], banda 02 [F (1,40) = 0,3951 e p = 0,5332]
e banda 03 [F (1,40) = 0,08 p =0, 7706].
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A Densidade de espectro de poténcia - Grupo Experimental (treino)
80 T T
. Ambientacao
-§ Exposicao
NOoLSo o e EPMa
15 1 EPMe
o
=,
o
& il
(=]
| |
0 50 100 150 200 250

B DEP - banda 01 e 02 C DEP - banda 03 e 04

DEP (normalizado)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

Frequéncia (Hz) Frequéncia (Hz)
D Densidade de espectro de poténcia - Grupo Experimental (teste)
80 I I
5 Ambientacao
B 60 FE Exposicao -
= €l 0 s EPMa
Exm!l . e EPMe
[}
=
o
W 20 -
o
F
0 |
0 50 100 150 200 250
. E DEP - banda 01 e 02 F DEP - banda 03 e 04
T T T T ) 4~
o
3 3
N
®
E 3t
o
=
o
m 1L
o
0 : : : : 0 : .
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Frequéncia (Hz) Frequéncia (Hz)

Figura 16 - Densidade de espectro: analise da densidade de frequéncias por sua amplitude média de grupo —em
A: Grupo Experimental — treino, B: Sele¢do da banda 01 (1 a 5 Hz) e banda 02 (6-10 Hz), C: Selecdo da banda
03 (11 a 17 Hz) e banda 04 (18-23 Hz); em D: Grupo Experimental — teste, E: Sele¢do da banda 01 (1 a5 Hz) e
banda 02 (6-10 Hz), F: Sele¢éo da banda 03 (11 a 17 Hz) e banda 04 (18-23 Hz). A disposi¢ao dos dados diferencia
a resposta dos lagartos quanto a condicdo: Ambientagdo versus Exposicao (estimulo neutro) + erro padrdo da
média. As imagens exibem o dado analisado até a frequéncia de corte, 250 Hz, e exposta as bandas de interesse
01, 02, 03 e 04.
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Figura 17 — Densidade de espectro - Anova mista: em A: Grupo Experimental — treino; em B: Grupo
Experimental - teste. Dados do potencial normalizado das condi¢des Ambientacdo vs. Exposicdo, ao longo dos 10
mintuos, expressos em média e erro padrdo da média.
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5.2.3 Densidade de espectro de poténcia (DEP) — Grupo Controle vs. Grupo
Experimental

Comparamos o efeito da exposi¢do no G.CTRL e G.EXPT para avaliar se ha diferenca

entre estimulo neutro e aversivo no treino e se o efeito da exposicao ao aversivo € continuada

para o teste com exposicdo dos grupos ao estimulo neutro.

No treino (figura 18-A), a ANOVA mista revelou efeito de condicdo (ESTIMULO
NEUTRO (EN) e ESTIMULO AVERSIVO (EA)). Nas condicdes: EN vs. EA houve efeito de
condig&o para banda 03 [F (1,40) = 5,64, p = 0,0225, n2 = 0,12 e poder = 0,733] e banda 04 [F
(1,40) = 14,49, p < 0,05, 1?2 = 0,263 e poder = 0,987], ndo houve efeito de condicdo para banda
01 [F (1,40) = 0,678 e p = 0,4149] e banda 02 [F (1,40) = 2,88, p = 0,0974]. Ja no teste (figura
18-B), a ANOVA mista revelou efeito de condicdo (EN e EA). Nas condicBes: EN vs. EA
houve efeito de condicdo para banda 04 [F (1,40) = 5,29, p = 0,0268, n2 = 0,114 e poder =
0,711], mas ndo houve efeito para a banda 01 [F (1,40) = 0,4152 e p = 0,5229], banda 02 [F
(1,89) = 1,52 e p = 0,2246] e banda 03 [F (1,40) = 4,03, p = 0,0515].
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Figura 18 - Densidade de espectro - Anova mista: em A: Grupo Controle vs. Grupo Experimental, no treino;
em B: Grupo Controle vs. Grupo Experimental, no teste. Dados do potencial normalizado das condi¢bes Estimulo
neutro vs. Estimulo aversivo, ao longo dos 10 mintuos, expressos em média e erro padrdo da média.
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5.3 Acoplamento de frequéncia cruzada (AFC)

Os dados selecionados em acordo a situacdo de acoplamento de baixa frequéncia e alta
frequéncia, inicialmente analisados na pré-selecdo das bandas, figuras 6, 7, 8 e 9: 2-4, 4-8, 20-
50 e 50-80 Hz, para um dado segmento de tempo escolhido aleatoriamente para os dois grupos:
G.CRTL (figura 19) e G.EXPT (figura 23). A andlise das passagens de filtros aponta a
distribuicdo de faixas de frequéncias, que estdo presentes durante a tarefa realizada.

5.3.1 Acoplamento de frequéncia cruzada (AFC) — Grupo Controle

Na sequéncia de AFC para o grupo Controle, apresenta-se as regides objeto de interesse
(ROI) que foi calculada a forgca de modulagéo entre os acoplamentos de fase e amplitude. As
regides de interesse foram: ROI-1 (fase 2-4 Hz e amplitude 20-50 Hz), ROI-2 (fase 2-4 Hz e
amplitude 50-80 Hz), ROI-3 (fase 4-8 Hz e amplitude 20-50 Hz) e ROI-4 (fase 4-8 Hz e
amplitude 50-80 Hz) e apresentamos a forca de acoplamento delta (FAD) e forca de
acoplamento teta (FAT) nas situacdes de treino (AMB vs. EXP) e teste (AMB vs. EXP) (figura
20).

Sobre FAD e FAT, apresenta-se a distribuicdo de densidade de pontos com maior
amplitude durante o treino e teste. O FAD e FAT mostram como o dominio da faixa de 2 a 8
Hz é participativo e desempenha a relacdo com a forca de modulacdo em frequéncias de 20 a
80 Hz (figura 21) parao G.CTRL.

Para 0 G.CTRL no treino, a ANOVA mista revelou efeito de condicdo (AMB e EXP)
(figura 22-A). Na situagdo das condigdes: AMB e EXP, ndo houve efeito na primeira interagéo
da regido de interesse (ROI-1-FAD) [F(1,40) = 0,2694 e p = 0,6065], na segunda interacdo de
regido de interesse (ROI-2-FAD) [F(1,40) = 0,0307 e p = 0,8617], na terceira interacdo de
regido de interesse (ROI-3-FAT) [F(1,40) = 0,5788 e p = 0,4512], na quarta interacédo de regido
de interesse (ROI-4-FAT) [F(1,40) = 2,7288, p = 0,1063,].

Para o teste, a ANOVA mista revelou efeito nas condicbes AMB e EXP (figura 22-B).
Na situacédo das condi¢bes: AMB vs. EXP, ndo houve efeito na primeira interacdo da regido de
interesse (ROI-1-FAD) [F(1,40) = 1,0481 e p = 0,3121], na segunda interacdo de regido de
interesse (ROI-2-FAD) [F(1,40) = 1,4292 e p = 0,2389], na terceira interacéo de regido de
interesse (ROI-3-FAT) [F(1,40) = 3,3125 e p = 0,0762], na quarta interacdo de regido de
interesse (ROI-4-FAT) [F(1,40) = 1,3354, p = 0,2546].

N&o foram revelados efetios de tempo pela analise da Anova mista.
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Sinal filtrado nas bandas de interesse - Grupo Controle
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Figura 19 — Avaliacao das bandas de frequéncia presentes no sinal: Grupo Controle: sinal bruto com filtros
nas respectivas bandas de interesse de fase: banda de frequéncia 2-4 Hz e 4-8 Hz; e amplitude: nas bandas 20-50

Hz e 50-80 Hz.
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Forga de acoplamento - Grupo Controle
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Figura 20 - Avaliacdo da forga de acoplamento da frequéncia cruzada: Grupo controle nas duas condigdes:
AMB vs. EXP. Na esquerda os acoplamentos de fase e amplitude, na banda Delta (2-4 Hz) modulando a amplitude
de frequéncias maiores: em cima amplitudes nas duas condi¢des durante o dia de treino, abaixo amplitudes nas
duas condi¢Oes durante o dia de teste. Na direita os acoplamentos de fase e amplitude, na banda Delta (4-8 Hz)
modulando a amplitude de frequéncias maiores: em cima amplitudes nas duas condi¢fes durante o dia de treino,
abaixo amplitudes nas duas condi¢fes durante o dia de teste. Na direita o periodo metodoldgico que dispbe os
resultados do centro e da esquerda.



55

Acoplamento de frequéncia - Grupo Controle
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Figura 21 — Acoplamento de frequéncia cruzada: Grupo Controle nas duas condi¢des: AMB vs. EXP. Em cima
esta representada a comparacédo da forga de acoplamento das fases de baixa frequéncia (2-8 Hz) com a modulagéo
de amplitudes de frequéncias maiores (20-100 Hz) durante o dia do treino. Abaixo esté representada a comparagao
da forga de acoplamento das fases de baixa frequéncia (2-8 Hz) com a modulagdo de amplitudes de frequéncias

maiores (20-100 Hz) durante o dia o teste.
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. Grupo Controle - AMB vs. EXP - CFC regides de interesse
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Figura 22 — CFC regides de interesse — ANOVA de duas vais: em A: Grupo Controle, no treino; em B: Grupo
Controle no teste: em cima potencial normalizado para as regifes de interesse ROI-1 e ROI-2 para acoplamento
de fase (2-4 Hz) e amplitudes (20-50 Hz e 50-80 Hz), abaixo potencial normalizado para as regides de interesse
ROI-3 e ROI-4 para acoplamento de fase (4-8 Hz) e amplitudes (20-50 Hz e 50-80 Hz).
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5.3.2  Acoplamento de frequéncia cruzada (AFC) — Grupo Experimental

Na sequéncia de AFC para o grupo Experimental, apresenta-se as ROI: ROI-1 (fase 2-
4 Hz e amplitude 20-50 Hz), ROI-2 (fase 2-4 Hz e amplitude 50-80 Hz), ROI-3 (fase 4-8 Hz e
amplitude 20-50 Hz) e ROI-4 (fase 4-8 Hz e amplitude 50-80 Hz). Também apresentamos a
FAD e FAT nas situacdes de treino (AMB e. EXP) e teste (AMB e EXP) (figura 24).

Ao apresentar a densidade de distribuicdo de FAD e FAT sobre as condi¢bes de AMB
vs. EXP no treino e teste, atesta-se que existe um aumento de forca de acoplamento do treino

que é sustentada no teste (figura 25).

Para 0 G.EXPT no treino, a ANOVA mista (figura 26-A) revelou efeito de condicédo
para a forca de acoplamento na primeira interacdo da ROI-1-FAD [F(1,40) = 5,8152, p =
0,0206, n2 = 0,114 e poder = 0,711], na terceira interacdo da ROI-3-FAT [F(1,40) = 10,9729, p
=0,0197, 12 = 0,159 e poder = 1] e na quarta interacdo da ROI-4-FAT [F(1,40) = 9,2742, p =
0,0041, n2 = 0,13 e poder = 1], ndo houve efeito na segunda interacdo da ROI-2-FAD [F(1,40)
=0,7229 e p = 0,4002].

Para o G.EXPT no teste, a ANOVA mista (figura 26-B) revelou efeito de condi¢édo para
a forca de acoplamento: na terceira interacdo da ROI-3-FAT [F(1,40) = 4,7835, p = 0,0346, n?
= 0,061 e poder = 1] e na quarta interacdo da ROI-4-FAT [F(1,40) = 4,0932, p = 0,0497, n2 =
0,054 e poder = 1], ndo houve efeito na primeiro interagdo da ROI-1-FAD [F(1,40) = 0,0164 e
p = 0,7458] e da segunda interagdo da ROI-2-FAD [F(1,40) = 1,1386 e p = 0,2923].

Né&o foram revelados efetios de tempo pela anélise da Anova mista.
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Sinal filtrado nas bandas de interesse - Grupo Experimental
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Figura 23 — Avaliacdo das bandas de frequéncia presentes no sinal: Grupo Experimental: sinal bruto com
filtros nas respectivas bandas de interesse de fase: banda de frequéncia 2-4 Hz e 4-8 Hz; e amplitude: nas bandas
20-50 Hz e 50-80 Hz.
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Forga de acoplamento - Grupo Experimental
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Figura 24 - Avaliacdo da forca de acoplamento da frequéncia cruzada: Grupo experimental nas duas
condicBes: AMB vs. EXP. Na esquerda os acoplamentos de fase e amplitude, na banda Delta (2-4 Hz) modulando
a amplitude de frequéncias maiores: em cima amplitudes nas duas condi¢fes durante o dia de treino, abaixo
amplitudes nas duas condi¢fes durante o dia de teste. No centro os acoplamentos de fase e amplitude, na banda
Delta (4-8 Hz) modulando a amplitude de frequéncias maiores: em cima amplitudes nas duas condic¢Ges durante o
dia de treino, abaixo amplitudes nas duas condi¢des durante o dia de teste. Na direita o periodo metodolégico que
dispde os resultados do centro e da esquerda.
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Acoplamento de frequéncia - Grupo Experimental
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Figura 25 — Acoplamento de frequéncia cruzada: Grupo Experimental nas duas condi¢des: AMB vs. EXP. Em
cima esta representada a comparacdo da forca de acoplamento das fases de baixa frequéncia (2-8 Hz) com a
modulacéo de amplitudes de frequéncias maiores (20-100 Hz) durante o dia do treino. Abaixo est4 representada a
comparacdo da forca de acoplamento das fases de baixa frequéncia (2-8 Hz) com a modulagdo de amplitudes de
frequéncias maiores (20-100 Hz) durante o dia o teste.
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Figura 26 - CFC regibes de interesse — ANOVA mista: em A: Grupo Experimental, no treino; em B: Grupo
Experimental no teste: em cima potencial normalizado para as regiGes de interesse ROI-1 e ROI-2 para
acoplamento de fase (2-4 Hz) e amplitudes (20-50 Hz e 50-80 Hz), abaixo potencial normalizado para as regides
de interesse ROI-3 e ROI-4 para acoplamento de fase (4-8 Hz) e amplitudes (20-50 Hz e 50-80 Hz).
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6 DISCUSSAO

No presente estudo objetivou analisar as caracteristicas eletrofisiologicas do T. hispidus
durante exposicéo a tarefa aversiva e formacdo de memoria. Quando submetido ao modelo
experimental de memdria aversiva, o lagarto T. hispidus apresentou, em sua atividade
eletrofisiologica encefalica, uma prevaléncia em atividade de baixa frequéncia e alteragédo
persistente na reexposicdo do animal a tarefa (GAZTELU; GARCIA-AUSTT; BULLOCK,
1991).

A atividade eletrofisiologica registrada no CD dos lagartos apresentou um dominio em
bandas de baixas frequéncias (1-4 Hz), com picos de atividade em altas frequéncias (> 18 Hz).
Essa padréo de atividade corrobora os dados registrados nos Testudines Pseudemys scripta
elegans e 0 Gekko gecko (GAZTELU; GARCIA-AUSTT; BULLOCK, 1991). Sabe-se que a
ocorréncia de atividade delta e teta em hipocampo mamifero esta relacionado a consolidagédo
da memoria (TODOROVA; ZUGARO, 2019). O dominio da atividade delta ¢ uma
caracteristica preservada em tarefas de experiéncias ativas ou em descanso, no T. hispidus.
Funcdes cognitivas como a formacao da memaoria podem ser associadas ao dominio de baixas
frequéncias e sua presenca na regido do CD, homdloga ao funcionamento nos mamiferos.

A participacdo do CD nas etapas de aquisi¢cdo e evocacdo da memdria, apresenta
aspectos relativos a interacdo entre as frequéncias dominantes e 0os aumentos de amplitude de
altas frequéncias, quando apresentados a tarefa. O modelo experimental de memoria aversiva
com o lagarto T. hispidus foi padronizado por Santos (2016). Santos (2016) investigou a
resposta imediata a ativacdo de neurdnios no cértex e respostas comportamentais a tarefa.
Santos (2018) utilizou 0 mesmo modelo comportamental e investigou sobre a participacdo do
CD do T. hispidus através de manipulacdo farmacolégica, com Muscimol, na formacédo de

memoria e como 0 comportamento foi modulado.

Os resultados comportamentais de Santos (2016) e Santos (2018) reforcam que 0s
lagartos expostos no treino ao gato (estimulo aversivo) apresentam comportamentos defensivos
como oclusdo ocular, imobilidade tonica, tempo elevado de congelamento. Esses
comportamentos sdo sustentados na maior parte dos 10 minutos da tarefa, durante o teste. A
descricdo eletrofisiologica reafirma os processos de ativacdo neuronal com aumentos de
atividade em altas frequéncias no CD e na participacdo das fases de formacdo da memoria

aversiva.
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No presente estudo, o registro elétrico do CD, para os animais dos dois grupos,
apresentou dominio e prevaléncia da atividade do eletrocorticograma de 1 a 4 Hz, com picos de
amplitude em 2 a 3 Hz. Durante a exposic¢éo, 0 G.EXPT apresentou aumento das amplitudes
para frequéncias maiores como frequéncia beta, entre 12 a 23 Hz, em compara¢do com o
G.CTRL. Entende-se que o achado dessas respostas é preservado ao longo das derivacoes
animais. Cada espécie animal compreende uma faixa estreita de fun¢des que competem
préximas entre si. Humanos com oscilagdes teta lentas, ou delta (1 a 4 Hz), outros mamiferos
carnivoros com oscilacOes teta (4 a 6 Hz) e roedores (6 a 10 Hz) apresentam pequenas variacoes
funcionais dentro das faixas de frequéncia delta e teta. E provavel que durante as diferenciagoes
no desenvolvimento do cérebro, a funcdo executiva das bandas de frequéncia fosse mais ampla

em organismos que derivaram menos.

A ocorréncia de estimulos excitatérios produz aumento da amplitude de resposta
elétrica, que induz a diminuigdo de amplitudes acima de 2 Hz. Como observado no aumento da
poténcia de frequéncias entre 12-24 Hz. Essas mudancas foram percebidas no estudo prévio de
Gaztelu (1991) em Pseudemys scripta elegans e Gekko gecko corrobora nossas afericdes no
cortex dorsal do T. hispidus, e pode estar relacionado ao processo de controle de organizagdo
dos estimulos para organizagdo da informac&o processada no cérebro.

A investigacdo sobre o potencial de resposta evocado, nos direcionou ao perfil
eletrofisiol6gico sobre a tarefa de evocacdo da memdria. Foi observada alteracdo na poténcia
de baixas frequéncias e diminuicdo da amplitude de frequéncias maiores. Esse mesmo
comportamento foi observado em registro de lagartos e tartarugas submetidos a estimulos
sensoriais diversos, principalmente, de respiracdo artificial sob anestesia, além de pulsos de luz,
pressao tatil nas patas. As duas espécies répteis foram estimuladas cronicamente e agudamente.
Ambas as espécies desenvolveram respostas semelhantes e o dominio de frequéncia de
atividade é sustentada no pico de 2 Hz (GAZTELU; GARCIA-AUSTT; BULLOCK, 1991).
AlteracGes persistentes apos estimulos constantes ou repetitivos € relacionada a mudanca
comportamental. A resposta a mudanca € caracterizada como aprendizagem e reflete no sucesso
a frente a novas experiéncias.

Os picos de amplitude, em alta frequéncia, respondem a caracteristica periédica da
comunicacéo de células sensoriais. A repeticdo de disparos em escalas de tempo menores exige
de informagdes rapidas e aumenta a liberacdo de neurotransmissores na fenda sinéptica. E
respondem a processos de alta atividade cognitiva (AMEMIYA; REDISH, 2018). No presente

estudo, durante a fase de teste, 0 G.EXPT exibiu inversdo do padrdo de poténcia exibido no
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treino, quando comparado & ambientacdo que se observa aumento na poténcia acima de 2 Hz.
Para 0 G.CTRL, o comportamento exibido se desenvolve sem mudancas para ambientagéo vs.
exposicdo. Ondas delta, as vezes, podem ser mal expressas como generalizacéo de siléncio da
atividade desperta do cortex, mas o padrédo de oscilacGes lentas desempenha papel crucial para
a consolidacdo da memoria (MAINGRET et al., 2016; TODOROVA; ZUGARO, 2019), em
particular a pré-existéncia de ondas delta revela as vias de comunica¢do emergente entre
hipocampo e cortex pré-frontal em mamiferos (ISOMURA et al., 2006; SIROTA et al., 2008).

O comportamento da banda delta no hipocampo reptiliano apresenta estado conservado
no T. hispidus, uma vez que esse comportamento também é observado no hipocampo mamifero.
Tem sido reportado que as oscilagdes lentas do hipocampo sdo ferramentas importantes para a
consolidacdo da memoria (WILBER et al., 2017; ZLOTNIK; VANSINTJAN, 2019).

A prevaléncia das ondas lentas nos lagartos pode estar associada a composi¢do menos
robusta do cortex dos squamata em relacdo aos mamiferos. Além disso, esse evento pode estar
integrado a manutencdo de caracteristicas que se conservaram nos mamiferos, relacionadas a
uma reorganizacao de conjuntos internos de células através de oscila¢des lentas (ISOMURA et
al., 2006; BUZSAKI; LOGOTHETIS; SINGER, 2013)

O padré&o exibido para alta frequéncia apresentado durante o teste comparado ao treino
para G.EXPT corrobora os estudos de Belekhova (1990) com Gekko gecko que relataram
momentos de alta atividade em frequéncias proximas de 27 Hz, antes, durante e apds exposi¢do
a estimulos visuais. Os estimulos visuais assemelham-se ao estado despertado de registros
eletrofisiologicos de Iguana iguana (AYALA-GUERRERO; MEXICANO, 2008) e Pogona
vitticeps (SHEIN-IDELSON et al., 2016; NORIMOTO et al., 2020) que foram registrados em
atividade e descanso. Os répteis apresentam registros eletrofisioldgicos de alta frequéncia
dependentes de oscilacdes de baixa frequéncia, com pulsos de atividade acima de 20 Hz. O
dominio de baixas frequéncias prevalece como mecanismo de dominio, mas durante o sono ou
descanso é observado fusos de alta atividade cortical (GAZTELU; GARCIA-AUSTT;
BULLOCK, 1991; NORIMOTO et al., 2020) Essa ocorréncia é semelhante ao estado desperto
durante percepgdes sensoriais com correlacdo a baixa frequéncia (LOSACCO et al., 2020).
Esses achados mostram aumentos de amplitude em altas frequéncias (>20 Hz) em pulsos
modulados pela fase de frequéncias baixas (<10 Hz).

Observada a caracteristica do perfil eletrofisiolégico durante uma tarefa de estimulo
neutro ou aversivo, buscamos a interpretacdo quanto a formagao de memoria no lagarto tropical

T. hispidus através das interacdes que poderiam existir através da frequéncia de atividade do
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campo. Encontramos correspondéncia na interacdo teta-gama, que € relacionada a processos
plasticos em aquisicdo e evocacdo de memorias (FELL; AXMACHER, 2011b). Assim, a
analise do AFC revela periodos de fase teta modulando amplitudes na banda gama no CD do
lagarto. Essa caracteristica ocorre no cortex para regides de lobo temporal e parietal em
mamiferos (SAUSENG et al., 2005; DAUME et al., 2017). O acoplamento e interferéncia de
frequéncias em gama (TORT et al., 2009) simbolizam o contexto associado a forga da
comunicagdo e plasticidade sinaptica (BLISS; GARDNER-MEDWIN, 1973; HALASZ;
SzUCS, 2020). No T. hispidus, a caracteristica parece atuar na fase de aquisicao, consolidagio
e evocacdo da memdria no CD.

O acoplamento registrado no treino, que se repete no teste para o G.EXPT é um provavel
indicativo da formacdo e evocacgdo dessa memdria. O AFC é dependente da associagdo entre
frequéncias, que ndo ocorrem isoladamente (LAKATOS et al., 2005), a atividade ritmica
modulada em diferentes bandas de frequéncia é associada com processos cognitivos (ADAMS
etal., 2019; BONNEFOND; JENSEN, 2012). A forca de acoplamento prop&e que quanto maior
0 aumento da forca, mais as frequéncias de fase teta podem modular a amplitude de alta
frequéncia (TORT et al., 2010). O acoplamento observado em frequéncias acima de 20 Hz no
AFC pode estar associado a interacdo cognitiva que promove aumento de interacdes sindpticas

entre 0s neurdnios.

O AFC observado no T. hispidus é intensificado, quando apresentado ao estimulo ativo.
Em ratos, o AFC foi descrito como importante para atividades funcionais (VON NICOLAI et
al., 2014) e presume-se que o acoplamento aprimora a codificacdo das informacdes registradas
na regido de interesse (LOPEZ-AZCARATE et al., 2013). O acoplamento associado & uma
tarefa contexto dependente exclui a possibilidade de AFC ser oriundo do acaso (DAUME et al.,
2017). Essa coeréncia de fungdes entre treino e teste sustenta a atividade de processos neuronais
que levam a competicdo de maltiplas bandas de frequéncia (PALVA; PALVA, 2018).

Nossos resultados mostram o dominio do AFC, durante a aquisi¢do da memoria, no
treino, e apos na recordacao da tarefa, no teste. Vaz et al. (2019) confirma que durante tarefas
de evocacdo de memoria ocorreu aumento na forca de acoplamento em humanos submetidos a
tarefas de reconhecimento para avaliar memoria operacional. A ocorréncia de fase-amplitude
por delta sdo fundamentais na organizacéo de tarefas e situacdes de estimulo nas redes neurais
de ratos ao ajustar sincronismos com o tempo de execucéo dos eventos (LOPEZ-AZCARATE

et al., 2013). A reexposicdo, no teste, ao ambiente de estimulo aversivo, com a apresentacdo ao
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EC, a gaiola vazia, caracteriza a atividade neural observada no CD durante a realizacdo da
tarefa.

A regido observada de teta modulando gama, acima de 50 Hz, no T. hispidus faz
referéncia a potencializacdo do processamento cognitivo para contextos aversivos no CD. A
interferéncia de teta por gama ocorre como caracteristica de transferéncia e plasticidade
sinaptica sobre informacdes processadas (FELL; AXMACHER, 2011). A presenca das altas
frequéncias é preditiva de atividade persistente e aumenta com experiéncias ativas. A
conectividade aumentada ajuda na consolidacio da memodria (BUZSAKI, 2015;
KHODAGHOLY et al., 2015). A ocorréncia de sincronismo no acoplamento de altas
frequéncias também € um fator que se declara para evidenciar evocacdo de memdria
(GELINAS, 2019). A associacdo entre 0 acoplamento e etapas de processamento mnemaonico
refletem a associacdo entre a interpretacdo da informacgdo na memoria de trabalho e ocorréncia
de PLD que a consolidara em memoria de longo prazo (FELL; AXMACHER, 2011b; MUNIA,
AVIYENTE, 2019). O processamento da informacdo no CD, através dos potenciais e presenca
do acoplamento, pode reproduzir a homologia funcional ente o cortex reptiliano e o hipocampo

em mamiferos.

As respostas observadas na tarefa submetida ao T. hispidus podem estar associadas a
preservacdo no modo de frequéncia de comunicacdo neuronal. A comunicacdo regula as
fungBes mnemdnicas, como demonstrado durante a tarefa de memoria aversiva. O presente
estudo contribui para a compreensdo dos aspectos evolutivos envolvidos com a frequéncia
eletroencefalografica na formacdo de memorias em grupos menos derivados. Os achados
indicam que o CD, nos lagartos, também apresenta homologias funcionais com a area CA1 do

hipocampo de mamiferos.

Observar que a comunicacdo eletrofisioldgica, durante uma tarefa de memaria aversiva,
estd preservada em areas homologas do cortex reptiliano reforca a ideia de que o cértex
reptiliano pode ser uma chave para a compreensdo de lacunas existentes nos mecanismos de

memoria.
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7 CONCLUSAO

O processo de formacdo de memoria aversiva do lagarto Tropidurus hispidus é
caracterizado pela ocorréncia de oscilagdes de baixas frequéncias no CD do lagarto T. hispidos
que modulam a atividade em altas frequéncias. Esse padrdo é observado no hipocampo de
mamiferos, mostrando que esse mecanismo mnemonico dos processos de memarias aversivas

encontra-se preservado em grupos de vertebrados de diferentes derivaces.
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8 LIMITACAO DO ESTUDO
O presente estudo apresenta limitaces quanto a disposicao de regibes de aquisi¢do do
dado eletrofisioldgico. I1sso ocorre porque ndo realizamos registro de areas que nao fossem

envolvidas na formacdo de memoria.
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